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Resumen/Abstract 
Las distrofias hereditarias de retina (DR), con una prevalencia de 1/3000, son un conjunto de 
enfermedades raras producidas por la degeneración de los fotorreceptores y representan una 
de las principales causas de ceguera en el mundo occidental. Las DR presentan una elevada 
heterogeneidad, tanto clínica como genética, con más de 260 genes asociados hasta el 
momento. La retinosis pigmentaria (RP) es la forma más frecuente de las DR y se puede 
presentar bajo todos los tipos de herencia descritos, en los que las formas dominantes (adRP) 
corresponden aproximadamente al 15% de las familias RP en España. El número de genes 
implicados, actualmente 28, la aparición tardía de los síntomas, la expresividad variable y la 
penetrancia incompleta hace que el diagnóstico molecular de la adRP sea complejo.  
En esta Tesis Doctoral se describe el cribado genético más completo realizado hasta la fecha en 
familias con adRP de origen europeo, utilizando estrategias basadas en secuenciación masiva 
(NGS) y un estudio complementario de variaciones en el número de copia (CNVs). Gracias al uso 
de paneles de genes implicados en distintas formas de DR, en nuestra cohorte de 258 familias 
españolas, hemos obtenido una tasa global de caracterización genética del 60%. El rendimiento 
del diagnóstico genético en la adRP aumentó desde el 38% obtenido con técnicas tradicionales 
de cribado al 65% con el uso de la NGS, cuando ambas aproximaciones fueron utilizadas como 
primer abordaje de estudio. 
Los genes más prevalentes fueron RHO, PRPF31, RP1 y PRPH2, representando el 62% de las 
familias caracterizadas. La mayoría de las mutaciones encontradas fueron de tipo missense. Es 
de destacar que el estudio de CNVs, mediante MLPA y análisis de los datos de profundidad de 
lectura obtenidos mediante NGS, nos permitió caracterizar al 3% del total de las familias con 
CNVs principalmente en los genes PRPF31 y CRX. 
Hemos profundizado en el papel de PRPF31, el segundo gen más prevalente, sobre distintos 
aspectos de su etiopatogenia en el desarrollo de adRP. Nuestro trabajo confirmó que la 
penetrancia incompleta es un fenómeno muy frecuente en familias portadoras de mutaciones 
en PRFP31, afectando hasta el 65% de las familias. Además, el estudio en estas familias del 
minisatélite MSR1 adyacente al promotor de PRPF31, propuesto como principal modulador de 
la penetrancia en este gen, puso de manifiesto que debe de existir un control poligénico de la 
penetrancia del gen, que permita explicar los casos portadores de variantes en este gen que se 
mantienen asintomáticos. 
En conclusión, la aplicación de forma sistemática de la NGS a una cohorte de familias con adRP 
ha permitido aumentar la tasa de caracterización en estas familias, la reclasificación de algunas 
de las mismas, así como la elaboración de un algoritmo más efectivo para su diagnóstico. 
Resumen/Abstract 
 
Inherited Retinal Dystrophies (IRD), with a prevalence of 1/3000, represent a group of rare 
diseases characterized by the degeneration of photoreceptors and are one of the main causes 
of blindness in the Western world. IDRs present a high clinical and genetic heterogeneity, with 
more than 260 associated genes described up to now. Retinitis pigmentosa (RP), the most 
frequent form of IDR, can present under any of the described modes of inheritance, where 
autosomal dominant forms (adRP) correspond to approximately 15% of RP families in Spain. The 
number of genes involved, currently 28, the late onset of symptoms, the variable expression and 
the incomplete penetrance makes molecular diagnosis of adRP complicated. 
This Doctoral Thesis describes the most complete genetic screening carried out to date in 
families of European origin with adRP by using strategies based on next-generation sequencing 
(NGS) and the study of copy number variations (CNVs). In our cohort of 258 Spanish families, we 
obtained a global genetic characterization rate of 60%, by using panels of genes responsible for 
different forms of IDRs. When using each strategy as first study approach the genetic diagnosis 
yield in adRP increased from 38%, obtained with traditional screening techniques, to 65% with 
the use of NGS.  
The most prevalent genes were RHO, PRPF31, RP1, and PRPH2, accounting for 62% of the 
characterized families. Most of the mutations found were missense variants. The study of CNVs, 
through MLPA and a read-depth analysis of the data obtained by NGS, allowed us to characterize 
3% of the families, with CNVs mainly in the PRPF31 and CRX genes. 
We studied the role of PRPF31, the second most prevalent gene in our cohort, on different 
aspects of its etiopathogenesis in the adRP development. Our work confirmed that incomplete 
penetrance is a very frequent phenomenon in families with mutations in PRFP31, affecting up 
to 65% of families. In addition, the study of the minisatelite MSR1 adjacent to the promoter of 
PRPF31 in these families, proposed as the main modulator of the penetrance in this gene, 
showed that there must be a polygenic control of the gene penetrance that allows to explain 
the cases carrying variants in this gene that remain asymptomatic.  
In conclusion, the systematic application of the NGS to a cohort of families with adRP has 
allowed us not just for increasing the characterization rate of adRP families, but also for the 
reclassification of some of them, as well as for elaborating a more effective algorithm for adRP 
molecular diagnosis. 
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aCGH  Comparative genomic hibridation array. Array de hibridación genómica 
comparativa 
ACL  Amaurosis congénita de Leber 
ADN/DNA Ácido desoxirribonucleico 
adRP  Retinosis pigmentaria autosómica dominante 
ARN/RNA Ácido ribonucleico 
ARNm/ mRNA ARN mensajero 
arRP   Retinosis pigmentaria autosómica recesiva 
AV  Agudeza visual 
AVC  Alteración de la visión cromática 
CV  Campo visual 
CN  Ceguera nocturna 
CNV  Copy number variation. Variación en el número de copias 
CSNB  Congenital Stationary Night Blindness. Ceguera nocturna congénita estable 
DBC  Distrofia de bastones-conos  
DCB  Distrofia de conos-bastones 
DGGE   Denaturing gradient gel electrophoresis. Electroforesis de gel de gradiente 
desnaturalizante  
DM  Distrofia macular 
DMAE  Degeneración macular asociada a la edad 
DR   Distrofias de retina 
EPR   Epitelio pigmentario de la retina 
ERG   Electrorretinograma 
GMP   Guanosín monofosfato 
GMPc  Guanosín monofosfato cíclico 
GDP  Guanosín difosfato 
GTP  Guanosín Trifosfato 
INL  Inner nuclear layer. Capa nuclear interna 
LCA  Leber congenital amaurosis. Amaurosis congénita de Leber 
LOF  Loss of Function. Pérdida de función 
LORD   Late-onset retinal degeneration. Degeneración retiniana de inicio tardío 
MAF  Minor allele frequency Frecuencia alélica menor 
MIPs  Molecular inversion probes Sondas moleculares de inversión 
MSR1  Minisatellite repeat element Elemento minisatélite repetido 
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MLPA  Multiplex ligation-dependent probe amplification Sonda de amplificación 
múltiple dependiente de ligación  
NGS   Next generation sequencing. Secuenciación masiva 
NMD  Non- sense mediated decay. Decadencia mediada por mutaciones sin sentido 
OCT  Tomografía de coherencia óptica 
OMIM  Online Mendelian Inheritance in Man Herencia mendeliana humana online 
ONL  Outer nuclear layer. Capa nuclear externa 
PI   Penetrancia incompleta 
PRPF31  Pre-mRNA processing factor 31 
qPCR  quantitative PCR. PCR cuantitativa 
RP  Retinosis pigmentaria 
SINE  Short interspersed element. Elemento corto interpuesto 
snRNAs  Small nuclear RNAs. ARN nuclear pequeño 
SNP  Single-nucleotide polymorphisms Polimorfismo de único nucleótido 
SNV  Single nucleotide variant. Variación de único nucleótido 
sRP  Retinosis pigmentaria esporádica 
SSCP  Single-strand conformation polymorphism. Polimorfismo de conformación de 
hebra única 
STR  Short tandem repeat. Repetición corta en tandem 
VUS   Variant of uncertain significance (variantes de significado incierto) 
VREF  Vitreorretinopatía exudativa familiar 
WES  Whole exome sequencing. Secuenciación de Exoma completo 
WGS  Whole genome sequencing. Secuenciación de Genoma completo 
xlRP  Retinosis pigmentaria ligada al cromosoma X 
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1.1. Morfología y fisiología de la retina 
Los órganos de los sentidos nos permiten recibir estímulos del medio que nos rodea, y los 
transforman en estímulos nerviosos que son trasmitidos al cerebro. De los cinco sentidos, la 
visión es considerado el más importante. La percepción visual es llevada a cabo por la retina, 
tejido que recubre la superficie interna del ojo, que se encuentra constituida por células 
neuronales, entre ellas los fotorreceptores, y células de soporte (Figura 1). Cuando la luz incide 
en la retina se produce una cascada de eventos bioquímicos y enzimáticos, conocida como 
fototransducción, que finalmente desencadena un impulso nervioso que se transmite por el 
nervio óptico hasta la corteza visual en el cerebro (den Hollander et al., 2010; Lledo-Riquelme 
et al., 2010). 
 
Figura 1. Anatomía del ojo humano. Detalle de las distintas capas concéntrica a nivel del polo posterior, 
incluyendo la estructura de la retina. RPE: epitelio pigmentario de la retina. INL (inner nuclear layer): capa 
nuclear interna. ONL (outer nuclear layer): capa nuclear externa. Imagen adaptada de den Hollander et 
al., 2010. 
 
 
Introducción 
 
24 
1.1.1. Tipos celulares de la retina 
La retina está formada por una porción neurosensorial y por el epitelio pigmentario retiniano 
(EPR). Está constituida por tres capas que contienen los cuerpos neuronales y dos capas, 
denominadas plexiformes, que contienen las interacciones sinápticas (Figura 2). La capa nuclear 
externa contiene los cuerpos celulares de los fotorreceptores, que son células neuronales 
modificadas sensibles a la luz. La capa nuclear interna contiene los cuerpos celulares de las 
células horizontales, bipolares, amacrinas e interplexiformes. La capa de células ganglionares 
contiene los cuerpos celulares de estas células (Hartong et al., 2006; Lledo-Riquelme et al., 
2010).  
El EPR está firmemente unido a la capa vascular subyacente llamada coroides y está en íntimo 
contacto con los fotorreceptores. Participa en el ciclo visual, proceso continuo en el que los 
retinoides usados en la fototransducción se reciclan, así como en el aporte de nutrientes a los 
fotorreceptores (den Hollander et al., 2010). 
 
 
 
Figura 2. Estructura de la retina humana. Sección de retina humana formada por diferentes capas en una retina 
normal y un paciente con retinosis pigmentaria; y representación de los distintos tipos celulares. Imagen adaptada 
de Hartong et al., 2006. 
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1.1.2. Los fotorreceptores 
En la retina existen dos tipos de células fotosensibles o fotorreceptores, que presentan 
diferencias estructurales, funcionales y de localización:  
 Los bastones que median la visión en blanco y negro y la visión nocturna o en penumbra. 
Presentan un único tipo de pigmento visual denominado rodopsina. 
 Los conos son responsables de la visión en color y la agudeza visual durante la luz diurna. 
Existen tres tipos de conos en función del tipo de pigmento (opsina) que presenten: rojos, 
verdes y azules, que absorben a diferentes longitudes de onda y confieren la capacidad de 
visión cromática (den Hollander et al., 2010). 
En la retina humana existen alrededor de 6 millones de conos y unos 120 millones de bastones 
por lo tanto, existe una proporción de 20 bastones por cada cono. Aunque los bastones y conos 
se distribuyen por toda la retina, los bastones se localizan en la periferia de la retina mientras 
que los conos se concentran en la región central de la retina, llamada mácula, donde la máxima 
densidad de conos se encuentra en su parte más central o fóvea (Lledo-Riquelme et al., 2010). 
La estructura de los fotorreceptores consta de un segmento externo donde se localiza el 
pigmento visual y por ello, donde se produce la fototransducción (Figura 3). Está constituido por 
discos membranosos formados, en el caso de los conos, por invaginaciones de la membrana 
plasmática, densamente empaquetadas llamadas lamelas, y en el caso de los bastones envueltos 
por la membrana plasmática, llamados discos. El segmento interno de los fotorreceptores 
contiene los orgánulos celulares típicos (aparato de Golgi, retículo endoplasmático, 
mitocondrias, etc.), está conectado con el segmento externo por un cilio conector. Además, se 
distingue el cuerpo celular donde se encuentra el núcleo, un axón y el terminal axónico (llamado 
esférula en los bastones y pedículo en los conos), que contiene gran cantidad de vesículas 
sinápticas. 
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Figura 3. Esquema de los tipos de fotorreceptores de la retina (Lledo-Riquelme et al., 2010). 
 
1.2. La fototransducción y el ciclo visual 
Cuando la luz  incide en el ojo, atraviesa todas las capas de la retina desde las células 
ganglionares hasta alcanzar el segmento externo de los fotorreceptores. La señal luminosa 
captada por los fotorreceptores es procesada y transmitida a las células bipolares, siendo 
modulada por las células horizontales. Las células bipolares transmiten la información a las 
células amacrinas y ganglionares, los axones de este último tipo celular constituyen el nervio 
óptico, a través del cual se envía la información visual al cerebro (Hartong et al., 2006; Lledo-
Riquelme et al., 2010). 
1.2.1. Cascada de la fototransducción 
La fototransducción es un proceso mediante el cual un fotón de luz genera una respuesta 
nerviosa en los fotorreceptores (Arshavsky et al., 2002), gracias a la activación de los pigmentos 
visuales en las membranas de los discos del segmento externo, que activan a su vez una cascada 
de reacciones enzimáticas que serán transformadas en un impulso nervioso.  
En los bastones, la rodopsina está formada por una proteína transmembrana llamada opsina, 
unida covalentemente a un cromóforo derivado de la vitamina A llamado retinal, que en fase de 
oscuridad se encuentra en la forma cis (Figura 4). En fase luminosa, mediante la mediación de 
un fotón de luz, el retinal isomeriza a la forma trans, lo que causa un cambio conformacional de 
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la rodopsina a su estado activo y cataliza el intercambio de los nucleótidos GDP por GTP de una 
proteína G denominada transducina, que consta de tres subunidades (α, β y γ). La subunidad α 
de la transducina con GTP activará a la enzima fosfodiesterasa (PDE6A/PDE6B, compuesta por 
cuatro subunidades: α, β y 2γ), que estimula la degradación de GMPc, ocasionando el cierre de 
los canales de Na+ localizados en la membrana plasmática del fotorreceptor, quedando 
hiperpolarizada debido al aumento de Na+ extracelular. Este cambio en el potencial de 
membrana produce el cierre de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, codificados por los 
genes CNGA1/CNGB1, lo que implica una disminución de entrada de Ca2+ en la sinapsis y una 
disminución de la secreción del neurotransmisor glutamato por parte de los fotorreceptores. En 
fase de oscuridad, la sinapsis con las células bipolares mediada por glutamato es inhibitoria, 
mientras que la llegada de un fotón de luz provoca el efecto contrario, estimulando a las células 
bipolares, e iniciándose un impulso nervioso que es transmitido primero a las células 
ganglionares y posteriormente a la corteza visual. 
Después de cada cascada activada por la luz, se debe de producir una reacción de inactivación 
con el fin de devolver al fotorreceptor a su estado de reposo, esencial para que se puedan 
generar respuestas ante nuevos estímulos luminosos y cambios en los niveles de iluminación. La 
inactivación de la rodopsina se lleva a cabo por la rodopsina quinasa y, como consecuencia, la 
rodopsina inactiva se une a la arrestina, codificada por el gen SAG. La inactivación de la PDE se 
lleva a cabo por la hidrólisis de GTP unido a la subunidad α de la transducina y la unión del 
complejo multiproteico RGS9-1.Gβ5.R9AP. Por otro lado, los niveles citoplasmáticos de GMPc 
en oscuridad se regeneran a partir de GTP gracias a la actividad de la enzima guanilato ciclasa, 
codificada por el gen GUCY2D. Esta enzima está estimulada por las proteínas activadoras de la 
guanilato ciclasa, GCAP, que detectan el descenso intracelular de Ca2+ secundario al cierre de 
los canales con la luz (Mendes et al., 2005; Lledo-Riquelme et al., 2010).  
1.2.2. Ciclo visual 
Los pigmentos visuales inactivos también deben de ser regenerados para mantener el correcto 
funcionamiento de los fotorreceptores. La inactivación de la rodopsina mediante su fosforilación 
y unión a arrestina provoca su descomposición generándose opsina y todo-trans-retinal. Esta 
última molécula es transportada al EPR a través de la proteína transportadora ligante de ATP, 
codificada por el gen ABCA4, para convertirse en 11-cis-retinal, tras varias reacciones 
enzimáticas llevadas a cabo por las proteínas RDH12, LRAT, RGR, RPE65 y RDH5 en el espacio 
citoplasmático del segmento externo del fotorreceptor y el EPR. El 11-cis-retinal vuelve a los 
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bastones para unirse a la opsina libre y regenerar el pigmento visual, disponible para la llegada 
de un nuevo fotón (den Hollander et al., 2010; Lledo-Riquelme et al., 2010) (Figura 4). 
 
 
Figura 4. Esquema de la fototransducción y el ciclo visual. Imagen adaptada de Hollander et al., 2010. 
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1.3. Las distrofias de retina 
Las distrofias hereditarias de retina (DR) son un grupo de enfermedades genéticas que están 
caracterizadas por la pérdida generalmente progresiva de los fotorreceptores (Ayuso & Millan, 
2010). Con una prevalencia de 1:3000, son consideradas enfermedades raras; sin embargo 
representan la mayor causa de ceguera en el mundo occidental en adultos en edad laboral (Liew 
et al., 2014). 
Las DR se suelen clasificar según el tipo celular que se vea afectado de manera primaria. Así, en 
las formas centrales, aparece una afectación predominante de la mácula debido a la 
degeneración de los conos mientras que, en las formas periféricas, se ven afectados los 
bastones, siendo la forma más frecuente la retinosis pigmentaria (RP) (den Hollander et al., 
2010) (Figura 5).  
 
 
Figura 5. Clasificación de las distrofias de retina, en función del tipo de fotorreceptor afectado, grado de 
degeneración, comienzo de los síntomas, y condición sindrómica o no sindrómica (Hamel et al., 2014). 
 
En general, las DR presentan una elevada heterogeneidad tanto clínica como genética, donde 
distintas mutaciones en un mismo gen pueden dar lugar a distintos fenotipos y a su vez, el mismo 
fenotipo estar causados por mutaciones en distintos genes (Figura 6). Se han descrito más de 
261 genes asociados a DR según la base de datos RetNet (https://sph.uth.edu/retnet/sum-
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dis.htm#B-diseases, enero 2018) que explican alrededor del 60% (Farrar et al., 2017) de los 
casos, incluyendo más de 89 genes responsables de formas sindrómicas de DR. Por todo ello, el 
diagnóstico genético de este grupo de patologías resulta complejo. 
 
 
Figura 6. Diagrama de genes asociados a las distrofias de retina. Las zonas solapantes indican cómo un mismo gen 
puede dar lugar a diferentes fenotipos. RP: retinosis pigmentaria; CN: ceguera nocturna; ACL: amaurosis congénita 
de Leber; DCB/DC: distrofia de conos-bastones y distrofia de conos; AVC: alteración de la visión cromática; DM: 
degeneración macular; VREF: vitreorretinopatía exudativa familiar. Imagen adaptada de Berger et al., 2010. 
 
1.4. Retinosis pigmentaria 
Con una prevalencia de 1 en 4000 (Hamel, 2006), la retinosis pigmentaria es la forma más común 
dentro de las DR, siendo responsable del 85 al 90% del total de los casos (Ayuso & Millan, 2010). 
La RP es conocida también como distrofia de bastones-conos, debido a que se produce una 
degeneración primaria de los bastones seguida de una degeneración secundaria de los conos, lo 
que puede conducir a una ceguera total (Ali et al., 2017). 
1.4.1. Aspectos clínicos 
La RP es una enfermedad muy variable entre individuos, incluso dentro de la misma familia, con 
respecto tanto a la edad de inicio de los síntomas como a las características y los hallazgos 
oftalmológicos (Hartong et al., 2006; Hamel et al., 2014; Guía de Práctica Clínica para las 
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Distrofias Hereditarias de Retina, 2017). Mientras algunos pacientes presentan sintomatología 
de forma precoz desde la infancia, otros permanecen asintomáticos hasta la mitad de la edad 
adulta (Figura 5).  
Los síntomas visuales que presentan los pacientes son indicativos de la pérdida gradual de los 
dos tipos de fotorreceptores y suelen aparecer de forma bilateral y simétrica (Guía de Práctica 
Clínica para las Distrofias Hereditarias de Retina, 2017). En estadios iniciales, los síntomas 
clásicos de la RP son la dificultad de adaptación a la oscuridad, ceguera nocturna y pérdida 
concéntrica del campo visual periférico, debido a la degeneración de los bastones. Los pacientes 
con RP normalmente presentan un fondo de ojo típico con palidez del nervio óptico, atenuación 
de los vasos retinianos y depósitos de pigmento en espículas en la retina periférica. Los 
depósitos de pigmento se forman cuando el pigmento del EPR migra a la retina neuronal por la 
muerte de los fotorreceptores. A medida que la enfermedad progresa, el campo visual se va 
reduciendo hasta alcanzar una típica visión en túnel debido a una progresiva constricción del 
campo visual (Hartong et al., 2006). Al final de la enfermedad, la mayoría de los pacientes están 
abocados a la ceguera legal, definida por una agudeza visual < 0,1 y/o campo visual < 10º. 
Hoy en día, las actividades nocturnas se desarrollan en presencia de una gran intensidad de luz, 
lo que permite que los conos puedan activarse. Por ello, cuando un paciente con RP se da cuenta 
de que presenta ceguera nocturna, la alteración de los conos ya suele estar presente (Hartong 
et al., 2006). Antes de manifestar disminución de la agudeza visual, los pacientes pueden perder 
hasta el 90% de los conos foveales (Geller & Sieving, 1993). En estos estadios finales de la 
enfermedad, los pacientes suelen manifestar dificultades en la lectura y la realización de las 
actividades diarias diurnas, lo que resulta más evidente cuando la agudeza visual cae por debajo 
de 0,5 (Grover et al., 1999).  
En la actualidad, el diagnóstico de RP se basa en la medición de parámetros oftalmológicos 
objetivos más que en los síntomas que el paciente presente. Las pruebas oftalmológicas a 
realizar en pacientes con sospecha de RP y/o posteriormente durante su seguimiento se detallan 
a continuación (Hartong et al., 2006; Guía de Práctica Clínica para las Distrofias Hereditarias de 
Retina, 2017): 
- Adaptometría, mide el tiempo de adaptación a la oscuridad, primer síntoma de alteración de 
los bastones. 
- Medida del campo visual mediante el perímetro de Goldman o un analizador de campo 
Humphrey. 
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- Agudeza visual medida con optotipos. Puede permanecer normal incluso en pacientes con RP 
avanzada, debido a la preservación de campo visual central o puede perderse rápidamente con 
el curso de la enfermedad.  
- Electrorretinograma (ERG), mide la respuesta eléctrica de la retina en condiciones escotópicas 
y fotópicas, y con ello, proporciona información del estado funcional de los fotorreceptores. Los 
pacientes con RP presentan un ERG escotópico disminuido o ausente. 
- Oftalmoscopia, consiste en la exploración del fondo de ojo (FO). 
- Test de visión de los colores, mediante el test de Ishihara o Farnsworth 15D. Los pacientes con 
RP suelen tener una visión cromática normal, pero en estadios avanzados pueden presentar una 
deficiencia en la función de los conos azules. 
- Autofluorescencia, para observar posibles cambios a nivel del EPR.  
- Tomografía de coherencia óptica (OCT), permite visualizar las distintas capas de la retina con 
una alta resolución.  
Ante un paciente con síntomas de ceguera nocturna y sin hallazgos concluyentes en el FO, se 
recomienda realizar inicialmente una curva de adaptación a la oscuridad (Guía de Práctica Clínica 
para las Distrofias Hereditarias de Retina, 2017). En el caso de que se confirme la ceguera 
nocturna se debe realizar un ERG para valorar la respuesta escotópica de los bastones.  
Dentro de la RP existen casos sindrómicos, que representan del 20-30% de los casos totales de 
RP, en los que los síntomas oculares aparecen acompañados de la afectación de otros órganos. 
Actualmente, se han descrito más de 30 síndromes diferentes. El síndrome más prevalente, 
representa el 15 al 20% de la RP, es el síndrome de Usher que se caracteriza por RP e hipoacusia 
neurosensorial, a veces con disfunción vestibular. El segundo síndrome más frecuente es el 
síndrome de Bardet-Biedl, que constituye el 5% de los casos de RP, se caracteriza por la 
asociación de RP con obesidad, polidactilia, alteraciones renales y retraso mental moderado 
(Ayuso & Millan, 2010).  
1.4.2. Aspectos genéticos 
La RP representa un modelo de extrema complejidad a nivel genético, para la que se han descrito 
casos asociados a cualquier patrón de herencia Mendeliana: autosómica recesiva (arRP), 
autosómica dominante (adRP) y ligada al cromosoma X (xlRP), así como a otras formas 
minoritarias como formas mitocondriales, digenismo, trialelismo e isodisomía uniparental 
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(Hartong et al., 2006; Ayuso & Millan, 2010). Existen numerosos casos esporádicos de RP (sRP) 
y, aunque a priori no se puede inferir su patrón hereditario, suelen corresponder con formas 
recesivas (Wang et al., 2005). En población española, los pacientes sRP representan el 40%, 
seguida de las formas recesivas (38%), dominantes (15%) y ligadas al cromosoma X (6%) (Ayuso 
et al., 1995).  
Actualmente, se han identificado más de 60 genes asociados a RP no sindrómica (RetNet). En 
general, la mayoría de estos genes explican un pequeño porcentaje de familias, con algunas 
excepciones, como el gen RPGR, responsable de >70 % de las formas ligadas al sexo (Hartong et 
al., 2006), el gen RHO que representa el 20-25 % de los casos de adRP (Millá et al., 2002), el gen 
USH2A que causa el 10% de las formas recesivas de RP (Blanco-Kelly et al., 2015) o el gen CRB1 
que causa el 9% de las formas recesivas con inicio precoz (Corton et al., 2013). Por ello, las 
mutaciones responsables de la RP son exclusivas de una única familia, ya que las mutaciones 
prevalentes o hotspots son infrecuentes (Ayuso & Millan, 2010). Esta elevada heterogeneidad 
genética y alélica dificulta el diagnóstico genético de la RP. 
1.5. Retinosis pigmentaria autosómica dominante 
El modelo de herencia dominante se caracteriza por una transmisión vertical, en donde ambos 
sexos tienen la misma probabilidad de ser afectos, los hermanos e hijos de un paciente 
diagnosticado de adRP tienen un riesgo del 50% de ser también afectos, por lo que las familias 
presentan miembros con afectación en cada generación. Habitualmente, se sospecha de adRP 
en aquellos casos familiares en los que existan tres o más generaciones de individuos afectos, 
con mujeres afectas y/o al menos dos generaciones si se observa transmisión varón-varón, lo 
que descarta formas ligadas al cromosoma X (Daiger et al., 2014a). En población española, el 
15% de los casos de RP no sindrómica corresponde a formas de adRP (Ayuso et al., 1995). 
Actualmente se han descrito 28 genes asociados a adRP (RetNet, revisado en Enero 2018) (Tabla 
1). Las proteínas codificadas por estos genes están implicadas en muchos aspectos de la función 
del fotorreceptor, incluyendo la cascada de la fototransducción (RHO), su metabolismo (enzimas 
implicadas en rutas celulares importantes en el organismo como: HK1 o IMPDH1; o la 
degradación proteica: KLHL7), genes implicados en el proceso de splicing que se expresan de 
forma ubicua (PRPF3, PRPF8, PRPF31, SNRNP200, PRPF4 y PRPF6), factores de transcripción 
(CRX, NRL, NR2E3), proteínas estructurales localizadas en la membrana de los discos del 
fotorreceptor (RHO, PRPH2, ROM1) o en el cilio conector (RP1, TOPORS). En otros casos no se 
conoce la función de los genes asociados a adRP, tal como se describe en la Tabla 1. 
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Además de esta elevada heterogeneidad genética, las formas de adRP presentan una clínica 
variable caracterizada por una edad tardía de aparición de los síntomas, una progresión menos 
severa que en las formas recesivas y ligadas al cromosoma X, la posible existencia de 
penetrancia incompleta (se produce cuando un individuo es portador de una mutación pero no 
desarrolla la enfermedad) en algunas familias, especialmente asociada a algunos genes, así 
como una expresividad variable asociada a algunas mutaciones concretas (Kim et al., 1995). 
Todo ello dificulta no sólo la identificación de variantes heterocigotas que expliquen la patología 
sino además la correcta interpretación de los estudios de segregación ante una variante nueva 
con predictores patogénicos. Así, puede ocurrir el caso de que en un individuo joven 
clínicamente sano portador de una variante probablemente patogénica asociado a adRP no haya 
manifestado la enfermedad aún, o incluso que ésta nunca vaya a ser desarrollada debido a que 
la mutación no presente penetrancia completa en dicho individuo. 
Actualmente, las mutaciones en los genes conocidos permiten resolver entre 56-78% de los 
casos de adRP, dependiendo del tipo de prueba genética usada y la población estudiada (Daiger 
et al., 2014a; Van Cauwenbergh et al., 2017). 
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Tabla 1: Genes asociados a adRP. Tabla adaptada de Daiger et al., 2014a. 
Locus Símbolo Gen Otras enfermedades Función 
1p31.2 RPE65 Retinal pigment epithelium specific 65 kD protein arRP, arLCA Ciclo visual 
1q32.1 ADIPOR1 Adiponectin receptor 1 arRP, arRP sindrómica Desconocida 
1q21.2 PRPF3 Pre-mRNA processing factor 3 Ninguna Splicing 
1q22 SEMA4A Semaphorin 4A adDCB Respuesta neuronal o inmune 
2q11.2 SNRNP200 Small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa (U5) Ninguna Splicing 
2q37.1 SPP2 Secreted phosphoprotein 2 Ninguna Renovación ósea 
3q22.1 RHO Rhodopsin adCSNB, arRP 
Fototransducción, estructura de la 
membrana del segmento externo 
6p21.1 GUCA1B Guanylate cyclase activating protein 1B adMD Fototransducción 
6p21.1 PRPH2 Peripherin 2 
adMD, RP digénica con ROM1; adDM viteliforme del 
adulto, adCRD, distrofia coroidal areolar central (ad) 
Estructura de la membrana del segmento 
externo 
7p14.3 RP9 
RP9 protein or PIM1-kinase 
associated protein 1 
Ninguna Proliferación de las células B  
7p15.3 KLHL7 Kelch-like 7 protein(Drosophila) Ninguna Ruta de la ubiquitización  
7q32.1 IMPDH1 Inosine monophosphate dehydrogenase 1 adLCA Síntesis de las purinas o aminoácidos 
8q12.1 RP1 RP1 protein arRP Estructura/función ciliar 
9p21.1 TOPORS Topoisomerase I binding arginine/ serine rich protein Ninguna Estructura/función ciliar 
9q32 PRPF4 
Pre-mRNA 
processing factor 4 
Ninguna Splicing 
10q22.1 HK1 Hexokinase 1 
Anemia hemolítica no esferocítica, neuropatía 
hereditaria recesiva   
Metabolismo de la glucosa 
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Tabla 1: Genes asociados a adRP. Tabla adaptada de Daiger et al., 2014a (Continuación). 
Locus Símbolo Gen Otras enfermedades Función 
10q24.32 ARL3 ADP ribosylation factor like GTPase 3 Ninguna Estructura/función ciliar 
11q12.3 BEST1 Bestrophin 1 ar bestrofinopatía, arRP, adMD tipo Best Ciclo visual  
11q12.3 ROM1 Retinal outer segment membrane protein 1 RP digénica con PRPH2 
Estructura de la membrana del segmento 
externo 
14q11.2 NRL Neural retina lucine zipper arRP Factor de transcripción 
14q24.1 RDH12 Retinol dehydrogenase 12 arLCA Ciclo visual  
15q23 NR2E3 Nuclear receptor subfamily 2 group E3 
arRP, síndrome de Goldmann–Favre (ar), síndrome de 
conos S aumentados (ar) 
Factor de transcripción 
17p13.3 PRPF8 Pre-mRNA processing factor 8 Ninguna Splicing 
17q23.2 CA4 Carbonic anhydrase IV Ninguna 
Estructura/función de los capilares de la 
retina 
17q25.3 FSCN2 Retinal fascin homolog 2, actin bundling protein adMD Estructura/función ciliar 
19q13.32 CRX 
Cone–rod otx-like photoreceptor 
homeobox transcription factor 
arLCA, adLCA, adDCB Factor de transcripción 
19q13.42 PRPF31 Pre-mRNA processing factor 31 Ninguna Splicing 
20q13.33 PRPF6 Pre-mRNA processing factor 6 Ninguna Splicing 
Leyenda: ad: autosómico dominante; ar: autosómico recesivo; CSNB: ceguera nocturna congénita estacionaria; DCB: Distrofia de Conos-Bastones; DM: Distrofia Macular; LCA: Leber Congenital 
Amaurosis; RP: Retinosis Pigmentaria. 
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1.6. El gen PRPF31 y la penetrancia incompleta  
El gen PRPF31 (pre-mRNA processing factor 31; NM_015629), está localizado en el locus 
19q13.42 y está compuesto por 14 exones. Representa uno de los genes más prevalentes en la 
adRP, con una frecuencia de aproximadamente el 8% (Al-Maghtheh et al., 1996; Vithana et al., 
2001; Ferrari et al., 2011). El gen PRPF31 es de expresión ubicua, incluyendo tejidos neuronales, 
cerebro y retina (Vithana et al., 2001). Codifica para una proteína de splicing de 499 
aminoácidos, muy conservada evolutivamente desde levaduras a mamíferos (Makarova et al., 
2002), con un dominio Nop de unión a ribonucleoproteínas. PRPF31 presenta un papel 
fundamental en la formación de tri-ribonucleoproteína nuclear U4/U6*U5, molécula clave del 
espliceosoma (Liu et al., 2007). El espliceosoma es un complejo ribonucleoproteíco con actividad 
nucleasa y ligasa que está formado por moléculas snRNAs (small nuclear RNAs) y proteínas, que 
es responsable del corte y empalme del mRNA durante el proceso de splicing (Tarn & Steitz, 
1997) (Figura 7). Dado que PRPF31 participa en la eliminación de los intrones de los pre-mRNAs 
durante el proceso de splicing, el mecanismo patogénico asociado a adRP mediado por 
mutaciones en este gen está asociado a la desregulación en la formación del espliceosoma 
(Makarova et al., 2002). A pesar de su expresión ubicua, las mutaciones en este gen solo se han 
asociado a adRP, probablemente debido a que la retina presenta la mayor tasa de expresión 
génica de todos los tejidos del cuerpo. Por ello, los fotorreceptores requieren una gran demanda 
de componentes funcionales de splicing (Cao et al., 2011; Tanackovic et al., 2011), por lo que la 
haploinsuficiencia de este factor de splicing conduce a la muerte del fotorreceptor (Cao et al., 
2011). 
 
Figura 7. Representación esquemática del proceso de splicing (Rose et al., 2016). 
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La penetrancia incompleta representa un mecanismo frecuente en familias con mutaciones en 
PRPF31 (Daiger et al., 2014a). La presencia de portadores que se mantienen asintomáticos 
incluso a edades avanzadas, parece venir explicada por un aumento de la expresión del alelo 
wild-type que permite compensar la disminución de la expresión de PRPF31 asociada al alelo 
mutado (McGee et al., 1997). Se ha descrito que PRPF31 tiene una expresión génica que sigue 
una distribución continua en la población general, con un umbral límite que asegura la función 
normal del mecanismo de splicing y, a su vez de la retina (Figura 8). En este sentido, se ha 
descrito que los portadores asintomáticos normalmente presentan niveles altos de expresión 
de PRPF31 por encima del umbral, y por tanto no desarrollarían la enfermedad (Rose & 
Bhattacharya, 2016).  
 
Figura 8. Distribución continua de la expresión de PRPF31. El nivel de expresión del gen PRPF31 en población general 
muestra una distribución continua, representada con una línea roja. Existe un umbral para la función normal de la 
retina (línea discontinua). Cuando un portador de mutación en PRPF31 tiene un nivel residual de proteína por debajo 
de este umbral, presentará síntomas (Rose et al., 2016). 
 
Se ha postulado que este fenómeno está relacionado con la regulación transcripcional de 
PRPF31 mediada por diferentes factores transactivadores (Rose et al., 2014) (Figura 9). Entre los 
posibles genes candidatos que han sido identificados, varios trabajos apuntan a que el gen 
CNOT3, cuya expresión es inversamente proporcional a la de PRPF31, podría actuar como un 
gen modificador de la penetrancia incompleta en portadores de mutaciones en PRPF31 
(Venturini et al., 2012; Rose et al., 2014) (Figura 9B). La supresión in vitro de CNOT3, mediada 
por su inhibición con siRNAs específicos, conlleva al aumento de la expresión de PRPF31, lo que 
indicaría que CNOT3 es un regulador negativo de PRPF31 (Venturini et al., 2012). CNOT3 
modularía la transcripción génica a través de su unión directa al promotor de PRPF31 (Hu et al., 
2009; Rose et al., 2016).  
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Un segundo mecanismo modulador, propuesto recientemente, vendría mediado por un 
minisatélite MSR1 (minisatellite repeat element) localizado upstream al promotor de PRPF31 
(Rose et al., 2016). Los elementos repetidos MSR1 son minisatélites de 36-38pb presentes a lo 
largo de todo el genoma, pero que se encuentran en una gran proporción en el cromosoma 19. 
Los elementos MSR1 tienen una conservación específica de locus, por ello se ha postulado que 
deben de tener un papel funcional, muy probablemente modulando la expresión génica 
(Bhavsar et al., 1996; Rose et al., 2016). Este MSR1 presenta dos formas alélicas, con 3 o 4 copias, 
que conducen a un efecto inverso sobre la activación transcripcional de PRPF31 (Rose et al., 
2016) (Figura 9B). Mientras que el alelo de 3 copias conduce a una disminución en la expresión 
de PRPF31, la forma de 4 copias, con una MAF (minor allele frequency) de 15,4% en caucásicos, 
aumenta la actividad transcripcional del gen (Rose et al., 2016). Estos mismos autores describen 
que ninguno de los pacientes afectos de RP, de una cohorte de 42 individuos sintomáticos y 29 
asintomáticos, portadores de mutaciones en PRPF31, presentaban el alelo de 4 copias. Además, 
en cohortes de origen chino y japonés, donde la penetrancia incompleta para PRPF31 no es 
frecuente, la frecuencia del alelo de 4 copias es muy inferior a la descrita en población caucásica. 
Todas estas evidencias indicarían que el alelo de 4 copias para este MSR1 podría actuar como 
un factor protector frente a mutaciones en PRPF31 situadas en cis con el alelo wild-type, lo que 
determinaría que estos portadores se mantuvieran asintomáticos (Rose et al., 2016).  
 
Figura 9. Control de la expresión génica de PRPF31, mediada por: A. el número de copias del minisatélite MSR1; B. el 
gen CNOT3 y otros factores transactivadores (Rose et al., 2016). 
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1.7. Estudio molecular de la adRP 
La elevada heterogeneidad clínica, genética y alélica de las formas dominantes de RP, hace que 
el diagnóstico molecular de la enfermedad sea un proceso costoso a nivel económico y de 
recursos. El estudio genético de la adRP ha ido cambiando a medida que aumentaba el 
conocimiento sobre los genes identificados, los mecanismos moleculares subyacentes y 
evolucionaban de forma paralela las técnicas usadas en el cribado molecular de las mutaciones.  
Inicialmente, la combinación de técnicas clásicas de cribado indirecto como SSCP (Single 
Stranded Conformational Polymorphism) o DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 
junto con la secuenciación Sanger, se aplicaban para detectar los cambios puntuales más 
prevalentes asociados a adRP (RHO, PRPH2, …) (Martinez-Gimeno et al., 2003). De forma 
alternativa, en la última década se diseñaron arrays de genotipado, basados en la tecnología 
APEX (Arrayed Primer Extension), que permiten detectar mutaciones conocidas en genes 
específicos (Blanco-Kelly et al., 2012). En su última versión, el chip de genotipado específico para 
adRP detecta >400 mutaciones en 16 genes asociados a adRP. La aplicación de esta técnica 
permitió a nuestro grupo una tasa diagnóstica del 15% en una cohorte de 139 familias (Blanco-
Kelly et al., 2012).  
Estás técnicas hacían que el diagnóstico molecular de las DR fuese muy complejo, laborioso, con 
un elevado gasto de dinero y tiempo. La aparición de nuevas tecnologías de NGS, que permiten 
el análisis directo de la secuencia genómica de una forma rápida y coste efectiva, ha supuesto 
una auténtica revolución en el estudio molecular de enfermedades genéticas. A lo largo de los 
últimos años se han desarrollado distintas plataformas y estrategias de análisis que han ido 
reduciendo el coste, complejidad de los protocolos y el análisis bioinformático de los datos. Esto 
ha permitido una rápida implementación de la NGS en la rutina diagnóstica de la RP (Sorrentino 
et al., 2016), y así como su uso para la identificación de nuevos genes (Avila-Fernandez et al., 
2016; Corton et al., 2016). Por ello, esta tecnología se está imponiendo como primer abordaje 
para todas aquellas patologías con elevado número de genes asociados, como ocurre en la RP 
(Sorrentino et al., 2016). Existen varias aproximaciones que pueden aplicarse en el estudio de la 
adRP, en función del tamaño de la región de interés a ser secuenciada, mediante una 
aproximación de amplicones de PCR o de captura utilizando sondas de hibridación (Mamanova 
et al., 2010; Kozarewa et al., 2015). A continuación, se describen los distintos tipos de NGS:  
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 Panel de genes: permite la secuenciación simultánea de un  grupo de genes asociados a la 
patología. Su aplicación a la adRP ha permitido aumentar la tasa diagnóstica en trabajos 
previos a esta Tesis Doctoral (Fernandez-San Jose et al., 2015a). 
 Exoma clínico (www.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/trusight-
one.html): en el que se capturan y pueden secuenciarse todos los exones codificantes de 
aquellos genes previamente asociados a patología en OMIM (Online Mendelian Inheritance 
in Man, www.omim.org). 
 Exoma completo (Whole Exome Sequencing, WES): se secuencian todas las regiones 
codificantes (o exoma) del genoma (Bao et al., 2014; Almoguera et al., 2015). 
 Genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS): se produce la secuenciación de todo 
el genoma, incluidas las regiones intrónicas y reguladoras (Nishiguchi et al., 2013). 
 
Además del estudio de variantes puntuales, en los últimos años se ha puesto de manifiesto que 
las variación en el número de copia (CNV), tanto deleciones como duplicaciones, representan 
una importante fuente de causalidad en las distrofias de retina (Bujakowska et al., 2017; Van 
Schil et al., 2017). Para su estudio se pueden utilizar distintas estrategias, las más tradicionales 
basadas en hibridación de sondas como el MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification) o los 
arrays de CGH (Comparative Genomic Hybridization array). Recientemente, el desarrollo de 
nuevos algoritmos bioinformáticos permite el análisis de CNVs a partir de los datos generados 
mediante NGS (Ellingford et al., 2017).  
Debido a que la mayoría de los estudios realizados en la actualidad en pacientes con DR se suelen 
realizar mediante secuenciación masiva utilizando paneles de genes, exoma o WGS, no se 
establecen cohortes “a priori” según fenotipo y patrón de herencia para el estudio de los 
diferentes subtipos (Glockle et al., 2014; Oishi et al., 2014; Bravo-Gil et al., 2016). Por ello, el 
rendimiento diagnóstico específico de la adRP, así como la composición génica, no está bien 
establecido, siendo estos aspectos cruciales para un correcto asesoramiento genético de estas 
familias.  
La aplicación de forma sistemática de las nuevas técnicas de NGS a una cohorte de familias con 
adRP, previamente estudiadas con métodos clásicos, o bien recogidas de forma prospectiva, 
permitirán establecer un aumento de la tasa de caracterización molecular, lo que permite un 
adecuado diagnóstico y consejo genético, además de la futura inclusión de los pacientes en 
terapias y ensayos clínicos. 
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Objetivo general 
El objetivo principal de esta Tesis doctoral ha sido profundizar en el conocimiento de las bases 
moleculares de la retinosis pigmentaria autosómica dominante (adRP) en España, mediante su 
caracterización genética, fenotípica y epidemiológica, con el fin de elaborar un nuevo algoritmo 
que nos permita agilizar, optimizar y disminuir el coste de su diagnóstico genético. 
Objetivos específicos 
1. Caracterización clínica y genética de familias españolas con adRP, utilizando nuevas técnicas 
de secuenciación masiva para la  búsqueda de nuevas mutaciones, con la finalidad de mejorar 
su diagnóstico y consejo genético. 
2. Estudio sobre la implicación de las CNVs en la adRP. 
3. Comparación de la eficacia del diagnóstico molecular de adRP, utilizando herramientas 
convencionales, respecto del uso de las nuevas técnicas de secuenciación masiva. 
 4. Análisis epidemiológico molecular en pacientes españoles con adRP: análisis de la tasa de 
caracterización molecular actual e identificación de los genes y mutaciones más prevalentes. 
5. Estudio del papel del gen PRPF31 en familias españolas con sospecha de adRP. 
6. Análisis de correlación genotipo-fenotipo en pacientes con mutaciones en el gen PRPF31. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Material y Métodos 
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3.1. Sujetos y muestras 
Los pacientes objeto de estudio de esta Tesis Doctoral se reclutaron en el Servicio de Genética 
del Hospital Universitario Fundación Jiménez Díaz (FJD) a lo largo de 26 años (1991-2017), tras 
haber sido remitidos para la realización de estudios genéticos de retinosis pigmentaria. 
El diagnóstico clínico de RP se realizó en base a exámenes oftalmológicos y/o neurofisiológicos, 
incluyendo estudios de agudeza visual, campimetría, fundoscopia y ERG, siguiendo los criterios 
clínicos establecidos (Guía de Práctica Clínica para las Distrofias Hereditarias de Retina, 2017). 
La clasificación genética de un patrón de herencia autosómica dominante se realizó por la 
observación de la patología, en al menos dos generaciones consecutivas de individuos afectos. 
En este trabajo, se seleccionaron pacientes y/o familias que cumplieron los siguientes criterios: 
i) sospecha inicial de RP tras revisión de su anamnesis e informes oftalmológicos y ii) 
presentación de una historia familiar de RP, compatible con una herencia autosómica 
dominante. Se excluyeron pacientes que presentaban síntomas y signos clínicos de RP 
sindrómica y los pacientes con árbol genealógico compatible con herencia autosómica recesiva 
o ligada al cromosoma X. 
Un total de 258 familias españolas con diagnóstico clínico inicial de adRP fueron incluidas en 
este estudio, tanto los casos índices, que fueron analizados con los estudios genéticos detallados 
a continuación, así como otros familiares afectos y sanos, en los que se realizaron estudios de 
segregación y/o estudios de exoma completo. Adicionalmente, se utilizó una cohorte de 132 
individuos españoles sanos, sin síntomas ni signos de enfermedades oculares, como controles 
en varios de los estudios realizados. Esta cohorte fue reclutada a través del Banco de Sangre de 
la FJD y las muestras fueron anonimizadas, una vez recogidas. Todos los individuos fueron 
incluidos en este estudio tras la firma de un consentimiento informado. Este estudio fue 
revisado y aprobado por el Comité de Ética de nuestro hospital y se realizó de acuerdo con los 
principios de la Declaración de Helsinki. 
Se utilizaron muestras de ADN y ARN obtenidas de forma prospectiva específicamente para este 
estudio o procedentes de la colección de muestras del Biobanco del Hospital Universitario FJD. 
Las muestras de ADN genómico se extrajeron a partir de sangre periférica usando dos tipos de 
extractores de ADN automatizados: BioRobot EZ1 (QIAGEN, Hilden, Germany) o MagNA Pure 
Compact System (Roche Applied Science, Penzberg, Germany). 
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Las muestras de ARN fueron extraídas a partir de sangre total humana usando el kit PAXgene 
Blood RNA y el extractor automatizado QIAcube (QIAGEN, Hilden, Germany), siguiendo las 
recomendaciones y los protocolos de la casa comercial. 
3.2. Cribado mutacional de variantes de un solo nucleótido (SNV) 
El cribado mutacional del caso índice de cada familia se realizó usando diferentes técnicas 
moleculares a lo largo del tiempo, como primer enfoque diagnóstico: 
i) Abordaje clásico basado en el cribado directo y/o indirecto de los genes más prevalentes 
asociados a adRP, principalmente RHO (Fernandez-San Jose et al., 2015b), usando SSCP, DGGE 
(Martinez-Gimeno et al., 2003) y/o secuenciación Sanger, en combinación con el genotipado de 
mutaciones conocidas en 16 genes mediante un chip comercial de adRP (Asper Biotech, Tartu, 
Estonia) (Blanco-Kelly et al., 2012).  
ii) Secuenciación masiva mediante la aproximación de exoma clínico, para estudiar 32 nuevas 
familias recopiladas durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, y que no fueron analizadas 
previamente mediante el abordaje clásico. Para el análisis de estos pacientes se utilizó un panel 
virtual de 74 genes  asociados a DR (Tabla 2).  
Adicionalmente, un total de 105 familias no caracterizadas con el abordaje clásico se analizaron 
mediante distintas aproximaciones de NGS, tanto con una estrategia basada en la captura de 
paneles personalizados de genes asociados a distintas DR (Tabla 2), como con secuenciación del 
exoma completo (Almoguera et al., 2015). 
El listado de genes capturados mediante las distintas estrategias de NGS utilizadas en este 
trabajo se detalla en la Tabla 2. En general, se pudieron analizar 24 de los 28 genes cribados 
asociados a adRP (RetNet). En el trabajo no se abordó el estudio de los genes ADIPOR1, ARL3, 
PRPF4 y SPP2, que han sido recientemente asociados a adRP y no estaban incluidos en los 
paneles personalizados ni son capturados mediante la aproximación utilizada de exoma clínico. 
El gen HK1 solo puso ser analizado mediante exoma clínico en 32 pacientes. Además, estos 
paneles permitieron analizar otros genes de DR no sindrómica, principalmente asociados a 
formas de arRP y xlRP. 
A continuación, se describen las principales aproximaciones de NGS utilizadas en esta Tesis 
Doctoral: 
 
Material y métodos 
51 
Tabla 2. Listado de genes asociados a distrofias de retina y estudiados en el presente estudio. Se muestran los 
distintos genes incluidos en cada tipo de tecnología de NGS: HaloPlex (75 genes), MIPs (108 genes) o exoma clínico 
(74 genes) (TruSight One –Illumina-). En negrita 24 genes cribados de los 28 genes asociados a adRP (RetNet). 
Gen HaloPlex MIPs Exoma 
Clínico 
Gen HaloPlex MIPs Exoma 
Clínico ABCA4 x x x MPDZ x   
ABHD12 x x x NEK2  x  
ADAM9  x  NMNAT1 x x x 
ADAMTS18 x x x NR2E3 x x x 
AIPL1 x x x NRL x x x 
ARL2BP  x  OFD1 x x x 
ARL6  x  OTX2  x  
BBS1 x x x PDE6A x x x 
BBS2  x  PDE6B x x x 
BEST1 x x x PDE6C  x  
C1QTNF5  x x PDE6G x x x 
C21orf2  x  PDE6H  x  
C2orf71 x x x PDZD7  x  
C8orf37 x x x PITPNM3  x  
CA4 x x x PRCD x x x 
CABP4 x x x PROM1 x x x 
CACNA1F  x  PRPF3 x x x 
CACNA2D4  x  PRPF31 x x x 
CDHR1  x  PRPF6 x x x 
CEP290 x x x PRPF8 x x x 
CERKL x x x PRPH2 x x x 
CHM x x x RAB28  x  
CLN3  x  RAX2  x  
CLRN1 x x x RBP3 x x x 
CNGA1 x x x RD3 x x x 
CNGA3  x  RDH12 x x x 
CNGB1 x x x RDH5  x x 
CNGB3  x  RGR x x x 
CNNM4  x  RHO x x x 
CRB1 x x x RIMS1  x  
CRX x x x RLBP1 x x x 
CYP4V2 x x x ROM1 x x x 
DHDDS x x x RP1 x x x 
DTHD1  x  RP1L1  x  
EMC1  x  RP2 x x x 
EYS x x x RP9 x x x 
FAM161A x x x RPE65 x x x 
FSCN2 x x x RPGR x x x 
GPR125  x  RPGRIP1 x x x 
GUCA1A  x  SAG x x x 
GUCA1B x x x SAMD11 x   
GUCY2D x x x SEMA4A x x x 
HK1   x SNRNP200 x x x 
IDH3B x x x SPATA7 x x x 
IMPDH1 x x x TOPORS x x x 
IMPG1 x x  TTC8 x x x 
IMPG2 x x x TULP1 x x x 
IQCB1 x x x UNC119  x  
ITM2B  x  USH1C  x  
KCNJ13 x x x USH2A x x x 
KCNV2  x  VCAN  x  
KIAA1549  x  WDR19  x  
KLHL7 x x x ZNF408 x x  
LCA5 x x x ZNF513 x x x 
LRAT x x x ZNF408 x x  
MAK x x x     
MERTK x x x 
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3.2.1. Panel customizado de genes de RP mediante HaloPlex 
Se trata de un panel customizado de 75 genes conocidos que causan DR, principalmente RP y 
LCA (Tabla 2), que fue desarrollado de forma personalizada usando la tecnología de captura 
HaloPlex (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA), tal como se describe en las Tesis 
Doctorales de Patricia Fernández San José y Raquel Pérez Carro (Fernández-San-José, 2017;  
Pérez-Carro, 2017). Para ello, se diseñaron 13.676 amplicones, para 1.127 regiones diana, 
incluyendo exones codificantes y no codificantes, y 20 pb en las regiones intrónicas de splicing, 
usando la herramienta de SureDesign (Agilent Technologies, Inc.). El diseño final, presentaba un 
tamaño de 352 kb y cubría el 99,1% de las regiones diana. 
En total, se analizaron 68 casos índice que no habían previamente sido caracterizados siguiendo 
el algoritmo "clásico" de diagnóstico genético como primer abordaje. Durante este trabajo de 
Tesis Doctoral, se reanalizaron 59 muestras cuyo análisis fue descrito en un artículo publicado 
en 2015 (Fernandez-San Jose et al., 2015a), así como otros 9 nuevos casos con adRP, procesados 
posteriormente a dicho trabajo. 
La captura de ADN diana se realizó de acuerdo con el sistema de enriquecimiento HaloPlex 
adaptado a la tecnología de secuenciación por síntesis (SBS, sequencing by synthesis) de 
Illumina, siguiendo el protocolo de la casa comercial (protocolo versión D3, December 2012; 
Agilent Technologies) (Figura 10). En este sistema, 450 ng de ADN fueron digeridos con una 
combinación de 8 enzimas de restricción. Los fragmentos digeridos fueron hibridados con 
sondas biotiniladas, diseñadas de forma específica para que hibriden a ambos extremos de las 
secuencias diana, con el fin de producir su circularización. Estas moléculas circulares contienen 
la región de interés, los adaptadores y los códigos de barra para permitir un análisis multiplexado 
de 11 muestras por carrera. Las regiones capturadas se purificaron mediante bolas magnéticas 
unidas a estreptavidina (Dynabeads, Invitrogen), fueron amplificadas mediante PCR y 
purificadas dos veces mediante AMPure XP beads (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Las librerías 
fueron secuenciadas en 6 carreras independientes utilizando un secuenciador MiSeq de Illumina 
(Illumina, San Diego, California, USA) generando lecturas paired-end de 2x150pb, con una 
profundidad media de >340X. 
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Figura 10. Representación esquemática de la preparación de las librerías del método de captura basado en HaloPlex. 
Imagen adaptada de Khodakov et al., 2016. 
 
El posterior análisis bioinformático de los datos de secuenciación se realizó con distintas 
estrategias. Primero, se utilizó la plataforma comercial DNAnexus (www.DNAnexus.com), 
utilizando una pipeline específicamente desarrollada para el análisis de librerías de HaloPlex 
(Fernandez-San Jose et al., 2015a). En esta pipeline se utilizaron los algoritmos Burrows-Wheeler 
Aligner (BWA)-MEM versión 0.7.5a (Li & Durbin, 2010) durante el mapeo de las secuencias al 
genoma de referencia (hg19), Genome Analysis Toolkit (GATK) - lite version 2.3-9 (McKenna et 
al., 2010) para la identificación (calling) de variantes tipo SNVs, y finalmente las herramientas 
GATK Variant Annotator y ENSEMBL Variant Effect Predictor v72 (McLaren et al., 2010) fueron 
utilizadas en la anotación de las variantes en un archivo vcf, que fue utilizado posteriormente 
para la priorización de variantes potencialmente patogénicas. 
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En un segundo reanálisis bioinformático de las muestras realizado durante esta Tesis Doctoral, 
se utilizó un nuevo pipeline implementado en nuestro laboratorio (Figura 11), donde se utilizan 
versiones más actualizadas de las herramientas para el alineamiento y calling, que las 
previamente implementadas en el pipeline de DNANexus, así como nuevos programas para la 
anotación de las variantes (Annovar), nuevos predictores de patogenicidad (como M-CAP, CADD 
o Spidex) y nuevas bases de datos de frecuencias alélicas (gnomAD). Una vez analizadas, se 
reevaluaron las variantes previamente consideradas como patogénicas y la posible existencia de 
falsos negativos en el análisis previo, siguiendo los criterios descritos en el Apartado 3.2.5. 
 
 
Figura 11. Pipeline implementado en nuestro laboratorio. Con esta pipeline se genera un archivo vcf a partir de los 
datos crudos del secuenciador. 
 
3.2.2. Panel de genes de DR mediante la tecnología MIPs 
De forma similar a HaloPlex, la tecnología MIPs (Molecular inversion probes), se trata de una 
técnica mixta a la hora de realizar el enriquecimiento, que se realiza mediante captura seguida 
de una amplificación por PCR. A diferencia de la tecnología anterior, esta tecnología no está 
disponible de forma comercial y para su implementación se utilizó la aproximación de O’Roak y 
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colaboradores (O'Roak et al., 2012), descrita en la Figura 12. Para ello, se diseñaron 6.200 sondas 
específicas a lo largo de más de 1.500 exones de 108 genes (Tabla 2), previamente asociados a 
DR no sindrómica (RetNet, diseño 2015), que cubría el 95% de las regiones diana. 
Tanto el diseño, optimización de las sondas, preparación de las librerías, secuenciación y análisis 
bioinformático se llevaron a cabo en el laboratorio del Dr. Frans Cremers del Rabdoud University 
Medical Center (Nijmegen, Holanda), dentro del marco de un proyecto europeo colaborativo 
(ERDC4000) del Consorcio Europeo de Enfermedades de la Retina (ERDC), en donde se 
analizaron más de 4000 muestras de pacientes con distintas DR procedentes de 8 países 
europeos. Las librerías se secuenciaron en grupos de 95 muestras en un secuenciador 
NextSeq500 (Illumina) para obtener secuencias paired-end de 150 bp con cobertura media de 
500X. 
 
Figura 12: Representación esquemática del diseño y flujo de trabajo del método de captura basado en MIPs. 
Imagen adaptada de O’Roak et al., 2012. 
 
El análisis bioinformático fue realizado utilizando un pipeline basado en procedimientos 
estándares que fue específicamente adaptado para el análisis de esta estrategia de MIPs por el 
Servicio de Bioinformática del Rabdoud University Medical Center (Nijmegen, Holanda). La 
priorización e interpretación de la patogenicidad de las variantes en las familias en estudio fue 
realizada en los laboratorios de origen de las muestras.  
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En esta Tesis Doctoral se incluye el análisis mediante esta tecnología de 31 familias con adRP 
que no fueron caracterizadas previamente tras genotipado con el chip de adRP y/o 
secuenciación del gen RHO principalmente. 
3.2.3. Secuenciación del exoma completo 
Seis de las familias incluidas en este trabajo fueron previamente analizadas mediante WES en 
colaboración con el grupo del Dr. Hakon Hakonarson del Center for Applied Genomics del 
Children´s Hospital of Philadelphia (Almoguera et al., 2015). Las librerías de 38 individuos, tanto 
afectos como sanos, fueron preparadas usando el kit Agilent Sure Select Human All Exon versión 
2 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) y se analizaron en un secuenciador HiSeq 2000 
(Illumina, San Diego, CA, USA), siguiendo los protocolos de las casas comerciales.  
El análisis bioinformático fue realizado utilizando BWA (Li & Durbin, 2009) para el alineamiento 
de las secuencias al genoma de referencia (UCSC hg19), GATK versión 1.4 (McKenna et al., 2010) 
para el calling de las variantes y la herramienta ANNOVAR (Wang et al., 2010) para la anotación 
de las mismas (Almoguera et al., 2015). 
3.2.4. Exoma clínico 
Treinta y dos familias fueron analizadas utilizando la aproximación de exoma clínico mediante 
la tecnología de TruSight One (Illumina), que permite capturar 12Mb de secuencia genómica de 
~62.000 exones de 4.813 genes asociados a fenotipo clínico en OMIN y HGMD. Esta 
aproximación utiliza la tecnología Nextera para la preparación de librerías que combina una 
fragmentación del ADN de partida mediada por transposones ("tagmentación") con un posterior 
enriquecimiento de secuencias mediada por sondas de hibridación de 80 mer (Figura 13). Las 
librerías se prepararon de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se secuenciaron en grupos 
de 24 muestras en la plataforma NextSeq500 (Illumina) utilizando el kit NextSeq HighOutput. El 
análisis bioinformático se realizó utilizando la plataforma online BaseSpace con la app BWA 
Enrichment (versión 2.1.2) de esta casa comercial, que para el alineamiento de las secuencias al 
genoma de referencia (hg19) y el calling de variantes tipo SNVs utiliza los algoritmos BWA y 
GATK, respectivamente. Posteriormente, la anotación y priorización de variantes fue realizado 
con el programa comercial VariantStudio (Illumina). Durante este análisis se priorizaron 
variantes potencialmente patogénicas en un subgrupo de 74 genes asociados a DR (Tabla 2). 
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Figura 13. Representación esquemática de la preparación de las librerías mediante el exoma clínico, utilizando la 
tecnología de TruSight One (Illumina). Imagen adaptada del protocolo de Illumina. 
 
3.2.5. Priorización y clasificación de las variantes 
Se priorizaron variantes en heterocigosis en genes previamente asociados con adRP y cuando 
no se encontraron variantes candidatas, se consideraron variantes asociadas con otros patrones 
de herencia (ar o xl) u otras presentaciones clínicas distintas a la RP. 
Además, se siguió un protocolo de priorización de variantes potencialmente patogénicas 
teniendo en cuenta:  
i) localización en exones y regiones canónicas de splicing, que presentaron un score de calidad 
>100 en su secuenciación. 
ii) frecuencia alélica descrita en gnomAD (http://gnomad.broadinstitute.org/). En función del 
tipo de herencia estudiada, dominante o recesiva, se consideraron variantes raras con una 
frecuencia inferior al 0,1% o 1%, respectivamente. 
iii) identificación previa como causante de DR en distintas bases de datos (HGMD, LOVD, 
ClinVar). 
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iv) tipo de consecuencia de la variante sobre la proteína. Se consideraron como patogénicas: 
- variantes nonsense y frameshift que causan un truncamiento de la proteínas (LOF, loss-
of function). 
-  las variantes de splicing, cuyo análisis in silico predecía una posible alteración en el 
procesamiento del ARNm. 
- variantes missense altamente conservadas evolutivamente, que fueron predichas como 
patogénicas en al menos 2 de los 4 predictores de patogenicidad in silico utilizados. 
Durante la valoración de la patogenicidad de variantes nuevas de splicing o missense, se 
utilizaron al menos los predictores in silico implementados en el programa comercial Alamut 
(Interactive Biosoftware, Rouen, France): Human Splicing Finder, MaxEntScan, NNSPLICE, 
GeneSplice y ESEFinder para las variantes de splicing y SIFT, Polyphen, MutationTaster y Align 
GVGD para las variantes tipo missense.  
Todas las variantes identificadas en el análisis de NGS, clasificadas como VUS (variant of 
unknown significance), patogénicas o probablemente patogénicas, se confirmaron mediante 
secuenciación de Sanger y fueron segregadas en las familias utilizando muestras disponibles de 
familiares afectos y sanos.  
La clasificación de la causalidad de las variantes se estableció tal como se detalla a continuación 
(Figura 14), siguiendo las recomendaciones del American College of Medical Genetics and 
Genomics (Richards et al., 2015) y de la Sociedad Europea de Genética Humana (Matthijs et al., 
2016): 
i) probablemente no causales: variantes raras en las que la segregación en la familia las excluye 
como responsables. Incluye las variantes que se clasifican habitualmente como tipo 1 (benigna) 
y 2 (probablemente benigna).  
ii) variantes de significado incierto (VUS): variantes nuevas tipo missense e in-frame patogénicas 
según predictores in-silico, con segregación no informativa en familias o no disponible. 
iii) variantes probablemente causales: variantes nuevas tipo missense e in-frame con predicción 
patogénica según predictores in-silico, y con segregación con la RP en familias informativas. 
Corresponden a las variantes tipo 4 (variante probablemente patogénica), según la 
nomenclatura internacional. 
iv) variantes causales: variantes patogénicas previamente asociadas a RD en la literatura y/o 
bases de datos; nuevas variantes LOF (frameshift, nonsense, splicing en sitios canónicos con 
Material y métodos 
59 
predictores patogénicos). Corresponden a las variantes tipo 5 (variante patogénica), según la 
nomenclatura internacional. 
 
Figura 14. Algoritmo llevado a cabo para la clasificación de las variantes. *Análisis de segregación cuando fue posible. 
ad: autosómico dominante; ar: autosómico recesivo. Imagen adaptada de Fernandez-San Jose et al., 2015a. 
 
3.3. Secuenciación de Sanger 
La amplificación del ADN por PCR se llevó a cabo usando el kit comercial FastStart Taq DNA 
Polymerase (Roche Life Science), en los termocicladores Veriti Thermal Cycler o GeneAmp PCR 
System 2700 (Applied Biosystems). Los productos de PCR obtenidos se comprobaron mediante 
migración electroforética en gel de agarosa al 2% en solución TBE 1X. Los productos de PCR 
fueron procesados por el método de purificación enzimática ExoSAP-IT (USB Corporation 
Affymetrix). 
Posteriormente, se realizó la reacción de secuenciación empleando el kit comercial Big Dye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). La purificación del producto de 
secuenciación se realizó utilizando el kit comercial Montage SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup 
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(Merck Millipore), basado en placas de filtración. Una vez purificado el producto se introdujo en 
el secuenciador automático ABI3130xl (Applied Biosystems, CA, USA). El análisis de las 
secuencias se realizó mediante los programas informáticos Staden Package y/o Novosnp 3.0.1. 
3.4. Análisis de CNVs 
El análisis de CNVs de los genes asociados a adRP y su posterior validación, se realizó mediante 
las distintas aproximaciones que se describen a continuación: 
3.4.1. MLPA 
En este trabajo se utilizaron kits comerciales de MLPA (MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands) 
para distintos genes asociados a adRP: 
i) kit P235 con sondas para los genes RHO, IMPDH1, PRPF31 y RP1, utilizado en 103 familias no 
caracterizadas después del abordaje clásico o el panel de genes customizado usando la 
tecnología HaloPlex. 
ii) kit P221 con sondas para el gen CRX, entre otros genes, que fue utilizado durante la validación 
de CNVs en este gen identificadas con otras aproximaciones durante este trabajo. 
El MLPA se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos amplificados fueron 
separados por electroforesis capilar en el secuenciador automático ABI 3130xl (Applied 
Biosystems) y analizados usando los programas GeneMapper (Applied Biosystems) y Coffalyser 
(MRC-Holland). Los datos se interpretaron a través del ratio de la señal de cada sonda entre el 
ADN del paciente y el control. Un ratio de 1 indicó la presencia de dos alelos (diploide normal), 
mientras que un ratio por debajo de 0,6 o por encima de 1,4 sugirió una deleción o una 
duplicación de la secuencia diana, respectivamente. En los casos positivos, el MLPA se extendió 
a otros miembros de la familia disponibles para completar el análisis de segregación. 
3.4.2. Análisis de CNVs con datos de NGS 
En las 68 muestras con adRP previamente analizadas mediante NGS con la tecnología HaloPlex, 
los archivos Fastq fueron reanalizados utilizando una pipeline implementada en nuestro 
laboratorio recientemente. Para ello, se utilizó el programa CoNVading (Copy Number Variation 
Detection In Next-generation sequencing Gene panels) (Johansson et al., 2016), con los 
parámetros por defecto del programa, que permite detectar pequeñas CNVs a nivel de exones, 
usando datos de NGS con alta profundidad de las regiones capturadas.  
Así, se calculó la profundidad de lectura de cada región capturada de una muestra seleccionada 
como problema entre la media de todas las demás muestras consideradas como controles en la 
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misma carrera. Un ratio de 1 indicó la presencia de dos alelos (diploide normal), mientras que 
un ratio por debajo de 0,6 o por encima de 1,4 sugirió una deleción o una duplicación de la 
región diana, respectivamente.  
Para validar esta pipeline se usaron como controles positivos un total de 8 muestras de NGS con 
CNVs conocidas, cuya librería se preparó mediante HaloPlex, incluyendo una familia adRP con 
una duplicación en el gen PRPF31 previamente detectada por MLPA. Todas estas CNVs fueron 
correctamente detectadas mediante este método.  
Las muestras en las que se detectaron nuevas CNVs mediante esta aproximación fueron 
validadas con una segunda, bien MLPA o arrays de hibridación genómica comparada (aCGH), en 
función del tipo de reordenamiento, tamaño y cobertura del gen a analizar en plataformas 
comerciales. 
3.4.3. Arrays de hibridación genómica comparada  
En este trabajo se utilizó la técnica de aCGH para delimitar los reordenamientos genómicos 
previamente identificados por otras técnicas. Para ello, se utilizaron arrays SurePrint G3 de la 
plataforma Agilent Technologies (Santa Clara, USA) siguiendo los protocolos recomendados para 
el marcaje, hibridación, escaneado y análisis de los arrays. En resumen, 500 ng de ADN 
procedente de los individuos en estudio y ADN de referencia del mismo sexo (Promega, 
Madison, WI, USA) fueron digeridos con RsaI y AluI durante 2h a 37ºC. Tras la inactivación de las 
enzimas a 65ºC durante 20 minutos, las muestras digeridas fueron marcadas utilizando el kit 
Genomic DNA Enzymatic Labelling Kit (Agilent) utilizando los fluoroforos Cy5-dUTP y Cy3-dUTP 
para el ADN de los pacientes y la referencia, respectivamente. Posteriormente, las muestras 
marcadas fueron purificadas utilizando las columnas Ym-30 (Merck Millipore Corporation, 
Darmstadt, Germany) e hibridadas en los cristales a 65ºC durante 24h. Tras su lavado, los 
cristales fueron escaneados a 3 μm de resolución utilizando el programa Feature Extraction 
(Agilent).  
El análisis y visualización de los datos se realizó con el programa Agilent CytoGenomics v.2.7 
usando el método de análisis Aberration Detection 2 (ADM-2) para calcular los log2-ratio de las 
intensidades de fluorescencia relativas del paciente (rojo, Cy5) versus al ADN de referencia 
(verde-Cy3), para cada una de las sondas. Los ratios cercanos a -1 indicaron la presencia de una 
deleción de 1 copia (heterocigosis), los ratios cercanos a 0 presentaron un patrón normal, 
mientras que los ratios cercanos a +0,5 indicaron amplificaciones heterocigotas. La presencia de 
una CNV significativa vino determinada por la presencia de al menos 3 sondas consecutivas 
delecionadas o amplificadas. 
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En este trabajo se utilizaron varios tipos de aCGH diferentes, en función de la cobertura del gen 
a analizar: 
i) array de 400k (PostNatal Research, SurePrint G3 CGH+SNP 2X400k), que contiene 292.097 
sondas CGH, con un espaciamiento medio de las sondas de 3,7 kb y 119.091 sondas para análisis 
de SNPs. Este array fue utilizado específicamente para analizar 4 individuos portadores de 
distintas deleciones y/o duplicaciones en el gen PRPF31. 
ii) array de 60K sondas, que fue utilizado para analizar 2 individuos portadores de deleciones en 
el gen CRX. 
3.4.4. Long-Range PCR 
Con el fin de analizar si una amplificación de 5,1 kb en el gen PRPF31, identificada en este 
trabajo, podría tratarse de una duplicación en tándem se utilizó una estrategia de long-range 
PCR.  
Se diseñaron cebadores específicos en las regiones adyacentes a los puntos de corte de la 
amplificación (Exón 1F: ACTTGTCCCATCAGGCTCAG; Exón 6-7R: TCCCAAGGTCACAGTGTCAG), 
previamente identificados mediante aCGH, con el fin de poder discriminar entre el alelo wild-
type, con un tamaño de 8,6 kb, de una posible duplicación en tándem, que tendría un tamaño 
esperado de 13,7 kb. Para ello, se utilizó el kit comercial Expand Long Range dNTPack (Roche 
Life Science, Basel, Switzerland), siguiendo las instrucciones del fabricante (Tabla 3). Los 
amplicones de la PCR se comprobaron en un gel de agarosa al 1%, usando como marcador 
Lambda DNA/HindIII. 
Tabla 3. Condiciones de la long-Range PCR para la amplificación de la duplicación en el gen PRPF31. Volumen final de 
50 µl. *Cebadores: 1,5 µl del forward + 1,5 µl del reverse. *0,20´´ extra por ciclo. 
 
       95o 2´  
        95 o 10¨   
        60 o 15¨ 10 CICLOS 
        72 o 14'   
Volúmen 
final 
Agua DMSO 
Tampón con 
Mg2+ 5x 
dNTPs 
500mM 
Cebadores* 
(10µM) 
ADN 
Enzima 
5U/µl    
50 µl 30,8 µl 2 µl 10 µl 2,5 µl 3 µl 1,5 µl 0,7 µl 95 o 10´´   
        60 o 15´´ 25 CICLOS 
        68 o *14'   
           
        68 o 7´  
        4 o ∞  
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3.5. Análisis de haplotipos 
En varias familias de este trabajo, se realizó un análisis de haplotipos para analizar la posible 
existencia de un efecto fundador en los genes PRPF31 y CRX. Para ello, se utilizaron los 
marcadores tipo microsatélite (short tandem repeat, STR) polimórficos con elevada 
heterocigosidad, que fueron seleccionados utilizando la base de datos GeneLoc. En algunos 
casos, se utilizaron también marcadores bialélicos tipo SNPs con MAF elevada, seleccionados de 
la base de datos dbSNP. 
Los microsatélites se analizaron mediante análisis de fragmentos. Primero, fueron amplificados 
por separado utilizando parejas de cebadores en donde el cebador forward estaba marcado con 
un fluoróforo para permitir su posterior detección por fluorescencia de los productos 
amplificados mediante electroforesis capilar en el equipo ABI3130xl (Applied Biosystems, CA, 
USA). El análisis de fragmentos se realizó con el programa GeneMapper v3.5 (Applied 
Biosystems). Los marcadores tipo SNPs fueron genotipados mediante secuenciación Sanger, 
utilizando cebadores específicos diseñados mediante Primer3. En la construcción de los 
haplotipos se utilizó el programa Cyrillic (Cyrllic Software, Wallingford, UK). 
En el análisis de haplotipos para el gen PRPF31, se utilizaron cinco marcadores microsatélite con 
gran heterocigosidad (D19S921, D19S572, D19S927, D19S418 y D19S605) flanqueando 1,9 Mb 
alrededor del gen en 6 familias para estudiar un posible efecto fundador de una mutación (en 4 
familias) o establecer la fase de los alelos del minisatélite MSR1 adyacente al promotor de 
PRPF31 (en 2 familias). Además, seis polimorfismos de un solo nucleótido (SNP: single-nucleotide 
polymorphisms) (rs57960425, rs2303557, rs1058572, rs11556769, rs76781318, y rs655240) 
fueron genotipados en 2 familias con la misma mutación causal (Tabla 4). 
Tabla 4. Microsatélites y SNPs del gen PRPF31. 
 Marcador/ SNPs Inicio (Mb) 
Amplicón 
(pb) 
Fluorocromo 
 D19S921 53,3 234 FAM  
 D19S572 53,6 134 FAM  
 D19S927 53,8 141 HEX  
  rs57960425 c. 528-78_528-75delCACA     
  rs2303557 c.528-31C>T     
PRPF31_chr19: 
54115457-54131709 
c.541G>T p.Glu181*     
rs1058572 c.564G>A    1,9 Mb 
  rs11556769 c.735C>T     
  rs76781318 c.855+40G>A     
  rs655240 c.1148-9T>C     
 D19S418 55,0 100 HEX  
 D19s605 55,2 117 FAM  
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En otras 2 familias aparentemente portadoras de la misma deleción afectando varios exones del 
gen CRX, se construyeron haplotipos utilizando 3 STRs flanqueando 1,5Mb alrededor del gen 
CRX (D19S606, D19S596 y D19S879) y un marcador microsatélite intragénico (D19S902), con el 
fin de determinar un posible ancestro común (Tabla 5). 
Tabla 5. Microsatélites del gen CRX.  
 Marcador  Inicio (Mb) 
Amplicón 
(pb) 
Fluorocromo  
 D19S606 48,0 178 NED  
CRX_chr19: 
48325097-48346586 
D19S902 48,3 214 FAM  
Del Ex. 3-4     1,5 Mb 
  D19S596  49,3 213 NED  
 D19S879 49,5 253 VIC  
 
3.6. Análisis de expresión génica  
El ARN total de 3 individuos con reordenamientos en el gen PRPF31 y 9 controles se transcribió 
usando cebadores aleatorios (random primers) con el kit High Capacity cDNA Reverse 
Transcription (Applied Biosystems) en un volumen final de 20 µL. Se realizó una PCR cuantitativa 
(qPCR) utilizando el intercalante SYBR Green PCR Master Mix kit (Roche Life Science) y cebadores 
específicos (Exón 7-8F: CCAAGATCATGGGTGTGG; Exón 8R: GGGGCAGCACTGAGGTAG) en el 
sistema LightCycler 480 Real-Time PCR (Roche Life Science). El gen gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH) se utilizó como control génico endógeno. Todas las reacciones se 
realizaron por triplicado y en dos análisis independientes. La intensidad de la fluorescencia se 
analizó usando el programa LightCycler 480 gene scanning (Roche Life Science) y el método de 
Ct se empleó para calcular las diferencias en las abundancias relativas del ARN mensajero del 
gen PRPF31 respecto a las muestras controles. El test de Mann-Whitney se utilizó para 
determinar la significancia estadística (p-valor ≤ 0,05) de las diferencias en la abundancia relativa 
de PRPF31 entre los dos grupos. 
3.7. Análisis de CNVs del minisatélite MSR1 adyacente al promotor de 
PRPF31 
Se analizó el número de copias del minisatélite MSR1, localizado a unas 200 pb aguas arriba del 
promotor de PRPF31, en 35 pacientes sintomáticos y en 5 pacientes asintomáticos de 15 familias 
con mutaciones en el gen PRPF31, así como en una cohorte de 123 controles. El genotipado de 
este minisatélite se realizó mediante un análisis de fragmentos utilizando cebadores específicos 
previamente diseñados (Rose et al., 2016) (Tabla 6). Los alelos de 3 copias y 4 copias, que 
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presentan un tamaño de 462 bp y 500 bp, respectivamente fueron discriminados mediante 
electroforesis capilar en un secuenciador automático ABI 3130xl (Applied Biosystems) y los 
resultados se analizaron usando el programa GeneMapper (Applied Biosystems) (Figura 15). Se 
utilizó el test de proporciones o el test exacto de Fisher, cuando la frecuencia esperada fue 
menor de 5, para valorar si existían diferencias con significancia estadística en las frecuencias de 
los alelos de MSR1 entre los distintos grupos (sintomáticos, asintomáticos y controles). 
Tabla 6. Condiciones de la PCR para la amplificación de MSR1. Secuencia de los cebadores usados para la PCR. 
Volumen final de 15 µl. *Cebadores: 1 µl del forward + 1 µl del reverse.  
 
       94o 12´  
Primer forward: 5´FAM-GTTAGGGGTTTGGACTGC   94 o 30¨   
Primer reverse: GATGTGGCCACCAAATAG   55 o 45¨ 10 CICLOS 
        72 o 1'   
Volúmen 
final 
Agua DMSO 
Tampón 
10x 
dNTPs 
Cebadores* 
(10µM) 
ADN Enzima 
   
15 µl 5,3 µl 2 µl 1,5 µl 3 µl 2 µl 1 µl 0,2 µl 89 o 30´´   
        55 o 45´´ 20 CICLOS 
        72 o 1'   
           
        72 o 30´  
        4 o ∞  
 
Figura 15. Imagen de un individuo heterocigoto 3/4 para el minisatélite MSR1. Obtenida del programa GeneMapper. 
 
3.8. Bases de datos y herramientas bioinformáticas 
Las bases de datos y herramientas bioinformáticas utilizadas a lo largo del estudio son: 
Bases de datos:  
- Ensembl: http://www.ensembl.org 
- HGMD: http://www.hgmd.cf.ac.uk 
- RetNet: https://sph.uth.edu/retnet 
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- UCSC: https://genome.ucsc.edu/ 
- gnomAD: http://gnomad.broadinstitute.org/ 
- ClinVar: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ 
- GeneLoc: https://genecards.weizmann.ac.il/geneloc/  
- dbSNP: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ 
Herramientas para análisis bioinformático de NGS: 
- BWA (Burrows-Wheeler Aligner)-MEM: https://bio-bwa.sourceforge.net/ 
- GATK (Genome Analysis Toolkit): https://software.broadinstitute.org/gatk/ 
- ENSEMBL Variant Effect Predictor: https://www.ensembl.org/vep 
- ANNOVAR: https://annovar.openbioinformatics.org/ 
- CoNVading: https://github.com/molgenis/CoNVaDING 
- DNANexus https://www.dnanexus.com/ 
Predictores in-silico: 
Splicing: 
- Human Splicing Finder: https://www.umd.be/HSF3/ 
- MaxEntScan: https://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html 
- NNSPLICE: https://omictools.com/nnsplice-tool 
- GeneSplicer: https://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml 
- ESEFinder: https://rulai.cshl.edu/ 
- Spidex: http://tools.genes.toronto.edu/ 
Missense: 
- SIFT: https://sift.jcvi.org/ 
- Polyphen: https://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 
 - MutationTaster: https://www.mutationtaster.org/ 
- Align GVGD: https://www.mutationtaster.org/ 
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- M-CAP: https://bejerano.stanford.edu/mcap/ 
- CADD: https://cadd.gs.washington.edu/ 
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Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se ha estudiado una cohorte de 258 familias 
españolas con sospecha de adRP, recogida entre los años 1991 y 2017 en la consulta de Genética 
del Hospital Universitario Fundación Jiménez Díaz. El presente trabajo supone una continuación 
y ampliación del trabajo de varios proyectos de investigación y tesis doctorales realizadas 
durante este periodo, incluida la más reciente, la Tesis doctoral de Patricia Fernández San José 
(Fernández-San-José, 2017), donde se valoró la utilidad de la NGS en la caracterización genética 
de la adRP en un total de 65 familias. En el presente estudio, se ha querido abordar un análisis 
completo de nuestra cohorte con esta tecnología de NGS y además valorar la implicación de las 
CNVs en la adRP. Todo ello con el fin de obtener una mejor caracterización molecular de esta 
patología y una estimación de su espectro mutacional en población española. Para ello, a lo largo 
de esta tesis doctoral se ha producido: 
i) Reclutamiento de 58 nuevas familias con sospecha de adRP. 
ii) Estudio de CNVs mediante distintas aproximaciones. 
iii) Evaluación del rendimiento de una nueva pipeline para el estudio simultáneo de SNVs y CNVs. 
iv) Evaluación de una nueva estrategia de NGS basada en la tecnología MIPs. 
v) Evaluación del rendimiento diagnóstico de la estrategia de exoma clínico para el estudio 
genético de la adRP. 
vi) Estudio exhaustivo de la implicación del gen PRPF31, el segundo gen más prevalente en 
familias españolas con adRP. 
Todo ello nos ha permitido además hacer una evaluación de la eficacia diagnóstica de la NGS en 
las formas dominantes de RP en una de las mayores cohortes de pacientes reclutadas a nivel 
mundial. A lo largo del presente trabajo, los resultados se expondrán en 4 bloques: 
1. Cribado mutacional de 258 familias españolas con adRP mediante distintas tecnologías. 
2. Análisis de variaciones en el número de copias (CNVs). 
3. Tasa global de detección de mutaciones en 258 familias con adRP en población española. 
4. Estudio del gen PRPF31 en familias españolas con adRP.   
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4.1. Cribado mutacional de 258 familias españolas con adRP, mediante 
distintas tecnologías moleculares 
Las familias han sido analizadas utilizando diferentes aproximaciones moleculares a lo largo del 
tiempo (Figura 16). En resumen, el estudio de las 258 familias con adRP se realizó siguiendo en 
primer lugar uno de los dos abordajes metodológicos, dependiendo de la época en que se 
reclutó la familia: 
i. Abordaje clásico en 226 familias, caracterizándose un total de 87 familias, de las cuales 46 
familias mediante la detección directa o indirecta de los genes más prevalentes y 41 familias 
mediante la detección de mutaciones conocidas a través del chip de genotipado de adRP. 
ii. Abordaje mediante exoma clínico, utilizando un panel virtual en 32 familias naive (no cribadas 
anteriormente) que acudieron a consulta en una etapa posterior, resolviéndose 21 de ellas. 
 
Figura 16. Algoritmo usado para estudiar a las 258 familias con adRP. Se muestra el porcentaje de caracterización 
obtenido mediante el uso de las técnicas clásicas y la NGS (mediante exoma clínico) como primer abordaje, la NGS a 
las familias sin caracterizar tras las técnicas clásicas y la tasa diagnóstica global en la cohorte. *NGS para análisis de 
SNV y CNV. † Reanálisis bioinformático. #Una familia con dos reordenamientos distintos. 
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En una segunda etapa, 105 familias sin caracterizar tras el cribado molecular clásico fueron 
analizadas mediante NGS, utilizando un panel de genes customizado (HaloPlex o MIPs), o WES, 
y/o MLPA (apartado 4.2.1), lo que permitió caracterizar a 47 de ellas. 
Adicionalmente, y como tercer paso, en el caso de las familias adRP estudiadas mediante el 
panel de HaloPlex (68 familias) se realizó un reanálisis bioinformático, mediante una pipeline 
diseñada in house, para el estudio de SNVs y de CNVs. Se detectaron las mismas variantes 
causales identificadas en el análisis inicial y además se encontraron otras 8 nuevas variantes en 
7 familias, incluyendo 5 SNVs (Tabla 7) y 3 CNVs, estas últimas serán descritas con más detalle 
en el siguiente apartado (4.2), lo que permitió caracterizar a un 10,3% (7/68) de las familias 
estudiadas mediante esta aproximación. 
Tabla 7. SNVs causales tras el reanálisis de un panel de NGS. Las 68 muestras analizadas con el panel de HaloPlex 
fueron reanalizadas mediante una pipeline diseñada in house, encontrándose 5 SNVs nuevas en 4 familias. 
Familia Gen  Exón Cambio nucleotídico Cambio proteína Referencia 
Genes dominantes 
RP-0187 PRPF31 4 c.322+4_322+7del Splicing (Q. Zhang et al., 2016) 
RP-1118 TOPORS 3 c.2518_2519del  p.Ser840* Presente estudio 
Genes recesivos 
RP-0038 CNGA1 
5 c.94C>T p.Arg32* (Paloma et al., 2002) 
6 c.131del p.Glu44Glyfs*49 Presente estudio 
RP-1217 EYS IVS28 c.5928-2A>G Splicing (Gonzalez-del Pozo et al., 2011) 
 
4.2. Análisis de variaciones en el número de copia (CNV) 
En este estudio, se quiso valorar la posible presencia de CNVs en los genes asociados a adRP 
utilizando distintas estrategias de análisis. Para ello, se analizaron algunos de los genes más 
prevalentes mediante MLPA. Posteriormente, se realizó un análisis bioinformático específico 
basado en la profundidad de cobertura de secuencias a partir de los datos de NGS. En total, 
identificamos 8 CNVs diferentes en 3 genes asociados a adRP en 7 familias distintas (Tabla 8).  
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Tabla 8. Grandes reordenamientos genómicos encontrados en nuestra cohorte. Los reordenamientos se encontraron en las posiciones 19q13.42, 19q13.32 y 3q22.1, afectando a los genes 
PRPF31, CRX y RHO, respectivamente. En negrita: variantes descritas en nuestra población por primera vez. 
 
Familia 
Tipo de 
reordenamiento 
Genes implicados Técnica Validación 
Coordenadas genómicas 
(hg19) 
Tamaño 
mínimo(pb) 
Tamaño 
máximo(pb) 
Referencia 
RP-0777 Deleción 
OSCAR (E1 al E2), NDUFA3, TFPT y 
PRPF31 
NGS (WES) aCGH chr19:54,602,946-54,635,178 32,232 111,184 (Almoguera et al., 2015) 
RP-0932 Deleción 
OSCAR (E1 al E2), NDUFA3, TFPT y 
PRPF31 (E1 al E13) 
MLPA aCGH chr19:54,602,946-54,632,693 29,747 87,435 Presente estudio 
RP-0932 Duplicación PRPF31 (E2 al E5)  MLPA aCGH chr19:54,621,606-54,626,745 5,139 7,832 Presente estudio 
RP-2426 Deleción PRPF31 (E1) MLPA aCGH chr19:54,618,828-54,619,055 227 18,609 Presente estudio 
RP-0076 Deleción PRPF31 (E9) NGS (Haloplex) MLPA chr19:54,629,903-54,629,992 89 3,435 Presente estudio 
RP-1092 Deleción CRX (E3 al E4) NGS (Haloplex) MLPA+aCGH chr19:48,339,216-48,345,529 6,313 12,007 (Bravo-Gil et al., 2016) 
RP-1192 Deleción CRX (E3 al E4) NGS (Haloplex) MLPA+aCGH chr19: 48,339,345-48,347,355 8,010 11,905 (Bravo-Gil et al., 2016) 
RP-1383 Deleción RHO (E5) MLPA Sanger chr3:129,251,762-129,252,589 827 827 (de Sousa Dias et al., 2015) 
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4.2.1. Análisis de los reordenamientos mediante MLPA 
En 103 probandos no caracterizados tras realizar técnicas clásicas de cribado o un panel 
customizado de genes (HaloPlex), se continuó el estudio mediante análisis de CNV en los genes 
RHO, PRPF31, RP1 e IMPDH1, con la realización del MLPA (P235), para detectar posibles 
deleciones o duplicaciones en estas familias. De esta manera se encontraron 3 reordenamientos 
diferentes: una deleción del exón 1 en el gen PRPF31 en la familia RP-2426, una deleción del 
exón 5 en RHO (de Sousa Dias et al., 2015) en la familia (RP-1383) y una duplicación de los exones 
2 al 5 afectando a PRPF31 en la familia RP-0932. El análisis de segregación mediante MLPA en 
esta última familia permitió detectar que se encontraba segregando además de la duplicación 
en el gen PRPF31 en una rama de la familia, una deleción de los exones 1 al 13 en el mismo gen 
en otra rama de la familia (Figura 17). En resumen, el MLPA nos permitió detectar 4 
reordenamientos distintos en 3 familias (Tabla 8). 
 
 
 
Figura 17. Árbol y segregación en la familia RP-0932 con dos reordenamientos en PRPF31. El análisis de segregación 
mediante MLPA puso de manifiesto la presencia de una duplicación de los exones 2 al 5 en el gen PRPF31 en la 
probandus (IV:1) y su padre afecto (III:1), y una deleción de los exones 1 al 13 en el gen PRPF31 en su prima paterna 
(IV:12) y su tía paterna (III:12).  
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4.2.2. Análisis de los reordenamientos mediante datos de NGS 
Esta última aproximación fue realizada en 68 casos que habían sido analizados previamente con 
un panel de genes personalizado con la aproximación de HaloPlex, secuenciados a una alta 
cobertura de secuencia de >450X. El análisis de cobertura de datos de NGS confirmó la presencia 
de las 3 deleciones encontradas previamente mediante MLPA (duplicación de los exones 2 al 5 
en PRPF31, deleción del exón 1 de PRPF31 y deleción del exón 5 en RHO) además, permitió 
detectar nuevas deleciones de 1 copia afectando múltiples exones o incluso a tan solo un exón, 
en los genes CRX y PRPF31 (Figura 18). En concreto, se identificó una deleción del exón 9 en el 
gen PRPF31 en la familia RP-0076 y una deleción de los exones 3 y 4 del gen CRX en 2 familias 
de adRP (RP-1092 y RP-1192), que fueron posteriormente confirmadas las deleciones y 
segregadas en las familias mediante análisis de MLPA. En total, junto a la gran deleción en el gen 
PRPF31 en la familia RP-0777 encontrada mediante WES (Almoguera et al., 2015), se 
encontraron 4 CNVs en 4 familias. 
En el caso de la deleción aparentemente idéntica encontrada en el gen CRX en 2 familias, se 
realizó un análisis de haplotipos en la región cercana a la deleción, permitiendo descartar un 
posible origen común ancestral para esta CNV y por tanto, un posible efecto fundador (Figura 
18:C). 
4.2.3. Validación de los reordenamientos en PRPF31 y CRX mediante aCGH 
En todos aquellos reordenamientos que incluían la deleción del primer o último exón del gen, 
se realizó un aCGH por la posibilidad de que las deleciones detectadas mediante MLPA fueran 
mayores e incluyeran genes adyacentes, permitiéndonos así delimitar en mayor grado los 
reordenamientos. Además, la duplicación hallada en la familia RP-0932 en PRPF31 también se 
validó mediante esta tecnología. 
Así en 3 familias portadoras de deleciones en el gen PRPF31, los puntos de corte se definieron 
usando un aCGH comercial de sondas de 400 K que cubren el locus del gen con 34 sondas. Para 
la familia RP-0932, el tamaño de la deleción fue de al menos 29,7 kb, abarcando no solo 
parcialmente PRPF31 sino también tres genes contiguos aguas arriba (TFPT, NDUFA3 y parte del 
gen OSCAR), como se detalla en la Figura 19 y Tabla 8. Además, el análisis de aCGH nos permitió 
delimitar la duplicación, identificada en la otra rama familiar, con un tamaño mínimo de 5,1 kb 
que involucraba solo parte de PRPF31. 
En la familia RP-2426, el análisis de aCGH confirmó una pequeña deleción de un tamaño mínimo 
de 227 pb, que abarcaba solo el exón 1 del gen PRPF31, como se había detectado previamente 
usando el MLPA (Figura 19, Tabla 8). 
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Figura 18. Resultados de los reordenamientos mediante el análisis de la profundidad de lectura de los datos de NGS. A. Representación esquemática de las 3 deleciones encontradas en los genes 
CRX y PRPF31 (cromosoma 19) en las familias RP-1092, RP-1192 y RP-0076. Cada exón está representado por un círculo. Los exones normales se representan en negro, mientras que los 
delecionados en rojo. B. Validación de las deleciones mediante MLPA. C. Análisis de haplotipos usando tres marcadores microsatélite (D19S606, D19S596 y D19S879) flanqueando 1,5 Mb 
alrededor del gen CRX y un marcador micosatélite intragénico (D19S902) en las familias RP-1092 y RP-1192, con deleción de los exones 3 y 4 del gen. Análisis de segregación en la familia RP-
0076, donde se observa penetrancia incompleta, siendo el paciente III:3 portador asintomático.  
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Figura 19. Acotamiento mediante aCGH de las deleciones del gen PRPF31, identificadas mediante MLPA o análisis de los datos de NGS. A. Representación de los reordenamientos en PRPF31 y 
otros genes adyacentes en el cromosoma 19 en las familias RP-0777, RP-0932 y RP-2426 mediante aCGH. Las líneas rojas representan las posiciones genómicas de las deleciones en las familias 
RP-0777 (chr19: 54602946-54635178), RP-0932, paciente IV:12 (chr19: 54602946-54632693) y RP-2426 (chr19: 54618828-54619055). La línea azul indica las posiciones genómicas de la 
duplicación (chr19: 54621606-54626745) en el paciente IV:1 de la familia RP-0932. Se muestra una representación esquemática de la estructura completa del gen PRPF31 y los genes contiguos. 
Los exones están indicados por rectángulos. B. Resultados del aCGH para las 4 familias. Se representa gráficamente la relación log2 del paciente frente a la referencia de cada sonda. Los puntos 
con razón de log2 alrededor de -1 indican una deleción heterocigota (puntos rojos), la razón de log2 alrededor de 0 indica un patrón normal, y +0,6 indica la amplificación heterocigótica (puntos 
azules). Las áreas sombreadas indican ganancias y pérdidas significativas. Las coordenadas genómicas se basan en hg19.
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Los puntos de ruptura también se definieron para la familia RP-0777 usando el aCGH antes 
mencionado. Esta familia, que inicialmente fue negativa para el chip de genotipado de adRP, se 
caracterizó finalmente por WES (Almoguera et al., 2015) con una gran deleción que abarca hasta 
el exón 13 del gen PRPF31, e incluye otros genes adyacentes (parte del gen OSCAR y los genes 
NDUFA3 y TFPT). Por lo tanto, al realizar el aCGH identificamos una deleción mayor que la 
descrita, de al menos 32,2 kb (Tabla 8, Figura 19). 
En las familias RP-1092 y RP-1192, con deleción de los exones 3 y 4 del gen CRX según el análisis 
de la profundidad de lectura de los datos de NGS, el aCGH de 60k en los probandos de ambas 
familias permitió determinar que presentaban deleciones con aparentemente distinto tamaño 
de 6,3 y 8 Kb, respectivamente (Tabla 8, Figura 20). Además, permitió ver que ningún otro gen 
estaba implicado en la región distal 3' de ambas deleciones.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Acotamiento mediante aCGH de las deleciones del gen CRX en las familias RP-1192 y RP-1092, tras el 
análisis de reordenamiento usando los datos de NGS. La línea roja representa las posiciones genómicas de la deleción 
mínima de 8010 pb (chr19:48339345-48347355) y máxima de 11905 bp (chr19:48338052-48349957) en la familia RP-
1192. La línea verde representa las posiciones genómicas de la deleción mínima y máxima de 6313 pb 
(chr19:48339216-48345529) y 12007 bp (chr19:48336134-48348141), respectivamente en la familia RP-1092. El 
marcador intragénico D19S902 está representado con un rectángulo negro. Se muestra la representación 
esquemática de la estructura completa de CRX en azul (los exones están representados con rectángulos) y de los 
elementos repetitivos (SINE) en negro.  
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4.3. Tasa global de detección de mutaciones en 258 familias con adRP en 
población española 
Tras la aplicación secuencial de un cribado de SNVs y CNVs mediante distintos métodos en 
nuestra cohorte, 155 de las 258 familias obtuvieron un resultado genético concluyente. Todas 
ellas presentaron variantes claramente o probablemente patogénicas que fueron consideradas 
como la causa genética de la retinosis pigmentaria. Globalmente se obtuvo una tasa diagnóstica 
del 60,1% (155/258). 
Con la finalidad de determinar cuál es el método más eficaz para el diagnóstico molecular de la 
adRP, en nuestra cohorte se realizó una comparativa de las tasas de caracterización genética 
entre las nuevas técnicas de secuenciación masiva con respecto a otras herramientas 
convencionales ("clásicas"), es decir, el uso combinado de SSCP/DGGE, microrray de genotipado 
y secuenciación Sanger. Tal como se detalla en la Tabla 9 y Figura 16, que resumen este análisis 
comparativo, la tasa diagnóstica claramente aumentó a lo largo del tiempo gracias a la 
implementación de la NGS. En nuestro laboratorio se ha pasado del 39% (87/226), usando el 
cribado molecular clásico, a una tasa de caracterización actual del 66% (21/32), obtenida en 
pacientes naive que fueron estudiados mediante exoma clínico como primera aproximación 
diagnóstica. Esta nueva aproximación lleva dos años implementada en nuestro laboratorio 
(periodo 2015-2017), por lo que solo ha podido ser utilizada en un número limitado de familias 
reclutadas desde esta fecha. 
Tabla 9. Descripción del rendimiento diagnóstico en función de la estrategia molecular seguida. 
  
Algoritmo de estudio 
Familias 
(No.) 
Caracterizadas 
No 
caracterizadas 
Tasa 
Diagnóstica (%) 
Clásicoa 
TOTAL 226 134 92 59,3 
Primer abordajec 226 87 139 38,5 
NGS + CVNs 
Análisis secundariod 
105 47 58 44,8 
NGSb Primer abordaje 32 21 11 65,6 
TOTAL   258 155 103 60,1 
Se muestra el número de familias caracterizadas respecto al número de familias estudiadas usando cada una de 
los abordajes moleculares. a Técnicas clásicas: SSCP/DGGE/Sanger y/o chip de genotipado. b Exoma clínico 
(TruSightOne) usando un panel virtual en familias naive (no estudiadas previamente). c Familias naive estudiadas 
usando técnicas clásicas. d Familias no naive estudiadas con NGS (panel y/o WES) y/o análisis de CNVs. 
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Sin embargo, el número total de familias caracterizadas gracias a las técnicas de NGS en nuestra 
cohorte fue mayor y asciende a 60 casos, lo que representa el 23% (60/258) del total de familias 
y el 39% (60/155) de las familias caracterizadas. De ellos, 21 casos fueron caracterizados por 
exoma clínico, y otros 39 casos mediante captura con paneles personalizados, que fueron 
utilizados como segundo abordaje tras un cribado negativo mediante el abordaje clásico, 
anteriormente descrito. Debido a este sesgo, la tasa global de diagnóstico con las distintas 
herramientas de NGS respecto a las familias estudiadas con esta tecnología en nuestro 
laboratorio sería de 43,7% (60/137), que es inferior a la tasa obtenida al utilizar la NGS como 
primer abordaje debido a que 105 de las familias ya habían sido cribadas anteriormente con las 
técnicas tradicionales. Finalmente, gracias al análisis de CNVs se resolvieron 8 familias 
adicionales, en las que se identificaron deleciones o amplificaciones en genes asociados a adRP. 
En siguientes apartados se describe con más detalle el espectro mutacional de nuestra cohorte.  
En un 40% (103/258) de las familias, los estudios genéticos realizados hasta la fecha no 
resultaron concluyentes, bien por la ausencia de detección de variantes patogénicas en los genes 
estudiados, o bien por la identificación de variantes de significado incierto. Cabe destacar que 
el 13% (34/258) de las familias de nuestra cohorte no pudieron ser estudiadas mediante NGS, 
debido a que no teníamos el consentimiento informado adecuado para poder realizar estudios 
de NGS, el probandus había fallecido, no querían seguir colaborando en el estudio, o el DNA era 
insuficiente o estaba degradado. 
4.3.1. Espectro mutacional 
Nuestra cohorte mostró una elevada heterogeneidad tanto alélica como genética. En total, se 
encontraron 160 variantes patogénicas que fueron consideradas como causales en las familias, 
de ellas 114 variantes fueron distintas: 106 variantes tipo SNVs y 8 CNVs (Tabla 8). El listado 
completo de las variantes SNVs se recoge en el Anexo 1. 
Cincuenta y tres variantes han sido identificadas por primera vez en nuestra cohorte de 
pacientes españoles con adRP, lo que indica que las variantes asociadas a adRP suelen ser 
extremadamente raras. En este sentido, 89 variantes se encontraron en una única familia y por 
ello, el 78% (89/114) de las variantes identificadas representan eventos exclusivos de cada 
familia. En cambio, el 22% (25/114) de las variantes identificadas estaban presentes en dos o 
más familias, encontrándose en 71 familias (Anexo 1). Concretamente 18 variantes fueron 
identificadas en 2 familias y otras 7 variantes fueron consideradas recurrentes en nuestra 
cohorte por estar presentes en 3 o más familias no relacionadas, representando el 14% (36/258) 
y 13,6% (35/258) del total de las familias, respectivamente (Tabla 10). Entre ellas, la mutación 
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más frecuente en nuestra cohorte fue la variante p.Pro347Leu, localizada en el exón 5 del gen 
RHO, que representa un evento hotstop conocido en este gen. Esta mutación fue identificada 
en 10 familias no relacionadas (Fernandez-San Jose et al., 2015b), lo que explica 
aproximadamente el 4% de la adRP en nuestra cohorte. 
Tabla 10. Variantes patogénicas en 3 o más familias en nuestra población de 258 familias con adRP. 
Gen Exón  
Cambio 
Nucleotídico  
Cambio 
Proteína  No. Familias (%) 
RHO 5 c.1040C>T p.Pro347Leu 10 (3,9) 
NR2E3 2 c.166G>A p.Gly56Arg 7 (2,7) 
RHO 2 c.403C>T p.Arg135Trp 5 (1,9) 
C1QTNF5 15 c.489C>A p.Ser163Arg  4 (1,6) 
PRPF3 11 c.1481C>T p.Thr494Met 3 (1,2) 
RHO 2 c.491C>A p.Ala164Glu 3 (1,2) 
RHO 3 c.544G>A p.Gly182Ser 3 (1,2) 
Total    35 (13,6) 
 
Con respecto a la heterogeneidad genética observada en nuestra cohorte, se identificaron 
variantes causales en un total de 26 genes diferentes, asociados principalmente a formas 
dominantes de adRP, pero también a otras formas de DR (Tabla 11). Del total de los 24 genes 
asociados a adRP que fueron estudiados durante esta Tesis Doctoral, 17 genes presentaron 
alteraciones genéticas en 138 familias, lo que representa el 53,5% (138/258) del total de familias 
en estudio o el 89% (138/155) de las familias caracterizadas. 
Los genes más frecuentemente mutados en nuestra cohorte fueron 4 genes asociados a adRP, 
en los que se identificaron variantes causales en el 62% (96/155) de las familias caracterizadas. 
De ellos, RHO fue el gen más prevalente, seguido de PRPF31, RP1 y PRPH2, con prevalencias del 
20,9%, 8,1%, 4,3% y 3,9%, respectivamente. En general, la mayoría de las variantes causales 
asociadas a adRP fueron de tipo missense, excepto para los genes PRPF31, RP1, CRX y TOPORS 
en los que las variantes de pérdida de función (LOF) fueron las más prevalentes (Tabla 11). 
La frecuencia de CNVs en nuestra cohorte de adRP fue del 3,1% (8/258) y este tipo de evento 
mutacional representó el 5% (8/160) de todas las variantes identificadas. El gen PRPF31 
presentó la mayor frecuencia de CNVs en nuestra cohorte con 5 variantes diferentes 
identificadas en 4 familias (1,9%: 5/258), seguido de CRX (0,8%: 2/258) y RHO (0,4: 1/258), (Tabla 
8). Según el tipo de CNVs, la mayoría (75%, 6/8) fueron intragénicas, bien multiexónicas o 
afectando a un único exón. En las dos familias restantes, se identificaron deleciones de genes 
contiguos. 
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Tabla 11. Prevalencia de cada uno de los genes identificados en nuestra cohorte de 258 familias españolas con adRP, 
con el tipo de mutación en cada gen.  
 
  Gen 
No. 
familias % MS FS NS SP CNV Otras 
gen adRP  
RHO 54 20,9 50 0 2 1 1 0 
PRPF31 21 8,1 2 5 2 6 5 1 
RP1 11 4,3 1 4 6 0 0 0 
PRPH2 10 3,9 8 0 0 2 0 0 
NR2E3 7 2,7 7 0 0 0 0 0 
SNRNP200 6 2,3 6 0 0 0 0 0 
IMPDH1 6 2,3 6 0 0 0 0 0 
CRX 5 1,9 1 2 0 0 2 0 
NRL 3 1,2 3 0 0 0 0 0 
PRPF8 3 1,2 1 0 0 0 0 2 
PRPF3 3 1,2 3 0 0 0 0 0 
TOPORS 3 1,2 0 1 2 0 0 0 
BEST1 2 0,8 1 0 0 0 0 0 
GUCA1B 1 0,4 1 0 0 0 0 0 
HK1 1 0,4 1 0 0 0 0 0 
PROM1 1 0,4 1 0 0 0 0 0 
PRPF6 1 0,4 0 0 0 1 0 0 
gen adRD C1QTNF5 4 1,6 4 0 0 0 0 0 
Otro 
modelo de 
herencia 
RPGR 4 1,6 0 4 0 0 0 0 
CHM 2 0,8 0 0 2 0 0 0 
RP2 2 0,8 0 0 0 0 0 2 
ABCA4 1 0,4 0 3 0 0 0 0 
CNGA1 1 0,4 0 1 1 0 0 0 
EYS 1 0,4 0 0 0 2 0 0 
RDH5 1 0,4 1 0 1 0 0 0 
USH2A 1 0,4 1 1 0 0 0 0 
No caracterizada 103 39,9       
Total 258 100       
adRP: retinosis pigmentaria autosómica dominante; adRD: distrofia de retina autosómica dominante;                             
MS: missense; FS: frameshift; SP: splicing. 
Además, la utilización de la NGS nos permitió identificar una misma mutación en el gen 
C1QTNF5, asociado a una forma autosómica dominante de degeneración retiniana de inicio 
tardío, en 4 familias diferentes (1,6%: 4/258). Adicionalmente, se han identificado variantes 
causales en 3 genes asociados a RP ligada al cromosoma X, en 8 familias diferentes (3,1%: 8/258) 
y también en 5 genes asociados a varios tipos de DR con un patrón autosómico recesivo en 5 
familias (1,9%: 5/258), gracias a la identificación de variantes bialélicas. Por lo que pudimos 
reclasificar clínica y genéticamente a un total de 6,6% (17/258) de las familias estudiadas. 
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4.3.2. Reclasificación clínica y genética de las familias con cambios recesivos o ligados 
al cromosoma X 
El análisis de NGS reveló que 13 familias (5%) habían sido clasificadas erróneamente como 
autosómicas dominantes, el Anexo 2 muestra el árbol familiar de estas familias y los resultados 
del análisis de segregación. El análisis de esas familias mostró variantes causantes de 
enfermedad en genes ligados al cromosoma X, debido a la presencia de mujeres portadoras 
afectas: RPGR (4 familias), RP2 (2 familias) y CHM (2 familias) (Tabla 12). 
De forma similar, identificamos variantes patogénicas bialélicas compatibles con herencia 
autosómica recesiva en 5 familias, que incluyen una variante homocigótica de splicing en EYS y 
variantes heterocigóticas compuestas para los genes RDH5, USH2A, CNGA1 y ABCA4. Las familias 
que portaban las variantes en los genes RDH5 y USH2A solo se resolvieron parcialmente y, hasta 
el momento quedan por identificar variantes adicionales que expliquen la herencia pseudo-
dominante en el resto de familiares afectos en la familia (Tabla 12, Anexo 2).  
Se realizó una reevaluación clínica de los casos recesivos en los que los genes podrían asociarse 
con un diagnóstico clínico diferente al de RP. En la familia con variantes en RDH5, el probandus 
presentaba ceguera nocturna, ERG escotópico no registrable, papila y vasos de la retina 
normales, pequeños puntos blancos en la periferia media al polo posterior y ausencia de 
afectación macular en el examen del fondo de ojo. Estos hallazgos fueron compatibles, como el 
hallazgo genético, con una retinitis punctata albescens.  
El probandus portador de variantes en el gen USH2A no presentaba pérdida auditiva y tampoco 
había casos de sordera en la historia familiar de esta manera, el fenotipo sugería RP en lugar de 
síndrome de Usher. En la familiacon variantes en ABCA4, el fenotipo fue compatible con una 
distrofia de conos y bastones, con pérdida progresiva de agudeza visual seguida de constricción 
del campo visual y ceguera total a los 45 años de edad. 
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Tabla 12. Listado de SNVs probablemente patogénicas identificadas en nuestra cohorte en genes no asociados a adRP. En negrita: variantes descritas en nuestra población por primera vez. 
Gen Exón  
Cambio 
Nucleotídico 
Cambio Proteína N Familias Referencia 
Gen con herencia autosómico dominante asociado a LORD (late-onset retinal degeneration) 
C1QTNF5 15 c.489C>A p.Ser163Arg  4 (Hayward et al., 2003) 
Genes ligados al cromosoma X 
CHM 5 c.340G>T  p.Glu114*  1 Presente estudio 
CHM 6 c.757C>T p.Arg253* 1 (Hayakawa et al., 1999) 
RP2 1 c.1A>G  p.Met1? 1 Presente estudio 
RP2 1 c.14_16del  p.Phe5del 1 (Neidhardt et al., 2008) 
RPGR 6 c.485_486del  p.Phe162Tyrfs*4 1 (Sharon et al., 2000) 
RPGR 8 c.888_889del p.Ile297Lysfs*48 1 Presente estudio 
RPGR 15 c.2405_2406del  p.Glu802Glyfs*32 1 (Vervoort et al., 2000) 
RPGR 15 c.2296_2299del p.Gly766Asnfs*48 1 Presente estudio 
Genes con herencia autosómica recesiva 
ABCA4 
8 c.950del p.Gly317Alafs*57 
1 
(Corton et al., 2013) 
19 c.2888del p.Gly963Alafs*14 (Paloma et al., 2001) 
48 c.6688del p.Leu2230Serfs*17 Presente estudio 
CNGA1 
5 c.94C>T p.Arg32* 
1 
(Paloma et al., 2002) 
6 c.131del p.Glu44Glyfs*49 Presente estudio 
EYS IVS28 c.5928-2A>G Splicing 1 (Gonzalez-del Pozo et al., 2011) 
RDH5 
4 c.625C>T  p.Arg209* 
1 
(Schatz et al., 2010) 
5 c.776C>T  p.Pro259Leu Presente estudio 
USH2A 
13 c.2299del  p.Glu767Serfs*21 
1 
(Eudy et al., 1998) 
62 c.12094G>A  p.Gly4032Arg (Ge et al., 2015) 
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4.4. Estudio del gen PRPF31 en familias españolas con adRP 
Las formas de adRP asociadas al gen PRPF31 parecen tener unos rasgos distintivos con respecto 
a otros genes, principalmente por la presencia de un mayor número de reordenamientos y de 
familias con penetrancia incompleta, lo que dificulta la caracterización molecular y la toma de 
decisión sobre la posible causalidad de una nueva variante y por tanto, el consejo genético en 
las familias portadoras. Debido a que el gen PRPF31 es el segundo gen más prevalente en 
nuestra cohorte de adRP afectando al 8,1% de las familias, en este trabajo nos propusimos 
profundizar en la implicación sobre la expresividad de nuevos mecanismos genéticos asociados 
a este gen, identificar posibles correlaciones genotipo-fenotipo, así como el estudio de posibles 
factores involucrados en la penetrancia incompleta asociada a la haploinsuficiencia en PRPF31. 
4.4.1. Espectro mutacional de PRPF31 en nuestra población española 
Un total de 20 familias presentaron mutaciones puntuales o CNVs en el gen PRPF31 tras un 
estudio genético mediante la combinación de las diferentes técnicas moleculares mencionadas 
anteriormente. En la Figura 21, se resume brevemente la secuencia del cribado de PRPF31 en 
nuestra cohorte de 258 familias con adRP realizados a lo largo de las últimas dos décadas. Con 
este abordaje se caracterizaron:  
 
Figura 21. Estrategia molecular seguida para el cribado del gen PRPF31 en una cohorte española de 258 familias con 
adRP. Al lado de cada técnica realizada se muestra el número de familias caracterizadas respecto al número de 
familias estudiadas. * Dos reordenamientos en una de las familias. 
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i) 2 de las 60 familias estudiadas con SSCP y/o DGGE.  
ii) 5 de las 189 familias en las que se cribaron mutaciones conocidas en PRPF31 mediante un 
chip de genotipado. 
iii) 11 familias gracias al uso de la NGS para estudio de SNVs y CNVs en 137 familias. 
iv) 2 familias adicionales portadoras de CNVs mediante MLPA.  
Destacar que en una misma familia se identificaron dos reordenamientos genéticos diferentes 
segregando en distintas ramas familiares. Por lo tanto, se identificaron en total 21 mutaciones 
(Tabla 13), que incluían 6 mutaciones de splicing (28,6%), 5 mutaciones frameshift (23,8%), 4 
deleciones de varios o todos los exones (19%), 2 mutaciones nonsense (9,5%), 2 mutaciones 
missense (9,5%), un cambio in-frame (4,8%) y una duplicación multiexónica (4,8%), siendo 8 de 
ellas nuevas. En total, los reordenamientos explican casi el 25% de los hallazgos en este gen. La 
prevalencia de mutaciones codificantes y reordenamientos genómicos en el gen PRPF31 fue del 
6,2% y 1,9%, respectivamente. 
Las mutaciones en PRPF31 parecen ser eventos exclusivos de cada familia, pues cada variante 
se identificó una única vez, con la excepción de dos mutaciones (p.Glu181* y 
c.322+4_322+7del), que estaban presentes en dos familias aparentemente no relacionadas. Un 
posterior análisis de haplotipos, utilizando marcadores microsatélites próximos al locus de 
PRPF31 y/o SNPs intragénicos, concluyó que ambos casos se trataban de mutaciones con un 
origen ancestral común. En el caso de la mutación p.Glu181*, las familias RP-0006 y RP-1609 
compartían una región genómica común flanqueando a la mutación, con un tamaño entre 1,2 - 
1,4 Mb (Figura 22). En el caso de la mutación de splicing c.322+4_322+7del, el análisis de 
haplotipos en las familias RP-0187 y RP-1318 reveló la existencia de una región idéntica de al 
menos 1,7 Mb (Figura 23). Por lo tanto, ambas variantes parecen representar mutaciones 
fundadoras en nuestra población en lugar de tratarse de eventos recurrentes.  
El análisis de segregación de las variantes causales en PRPF31 en sus respectivas familias, 
recogido en el Anexo 3, nos permitió identificar que un 65% (13/20) de las familias mostraban 
penetrancia incompleta (Tabla 13). Por lo tanto, en 13 familias existían uno o varios portadores 
asintomáticos, según los datos oftalmológicos e historia familiar disponibles en el momento del 
estudio. 
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 Tabla 13. Mutaciones en el gen PRPF31 encontradas en la cohorte de 258 familias españolas con adRP. ND: no hay datos disponibles. 
Familia 
 Mutaciones en el gen PRPF31 
Exón Cambio Nucleotídico Cambio Proteína Referencia Técnica 
Penetrancia 
Incompleta  
Segregación 
RP-0932_del Deleción de OSCAR (E1 al E2), NDUFA3, TFPT y PRPF31 (E1 al 13) Presente estudio MLPA Si Si 
RP-0932_dup Duplicación de PRPF31 (E2 al E5) Presente estudio MLPA Si Si 
RP-2426 Deleción de PRPF31 (E1) Presente estudio MLPA ND ND 
RP-0076 Deleción de PRPF31 (E9) Presente estudio panel NGS  Si Si 
RP-2712 2 c.55del p.Glu19Lysfs*46 Presente estudio panel NGS  ND ND 
RP-2496 IVS10-1 c.1074-1G>T Splicing Presente estudio panel NGS No ND 
RP-0182 IVS11+2 c.1146+2T>A Splicing Presente estudio adRP Chip Si Si 
RP-2266 14 c.1462_1472del p.Lys488Argfs*75 Presente estudio panel NGS  Si ND 
RP-0777 Deleción de OSCAR (E1 al E2), NDUFA3, TFPT y PRPF31 (E1 al 14) (Almoguera et al., 2015) WES No Si 
RP-0187 4 c.322+4_322+7del Splicing (Q. Zhang et al., 2016) panel NGS  Si Si 
RP-1318 4 c.322+4_322+7del Splicing (Q. Zhang et al., 2016) panel NGS  Si ND 
RP-0361 5 c.328_330del p.Ile110del (de Sousa Dias et al., 2013) panel NGS Si Si 
RP-2136 IVS6+1 c.527+1G>T Splicing (Chakarova et al., 2006) adRP Chip No ND 
RP-0006 7 c.541G>T p.Glu181* (Pomares et al., 2010) adRP Chip No Si 
RP-1609 7 c.541G>T p.Glu181*  (Pomares et al., 2010) adRP Chip Si Si 
RP-2595 8 c.736G>A p.Ala246Thr  (Xu et al., 2014) panel NGS  ND ND 
RP-0637 8 c.770dup p.Thr258Aspfs*21 (Vithana et al., 2001) SSCP/DGGE Si Si 
RP-0368 8 c.828_829del p.His276Glnfs*2 (Martinez-Gimeno et al., 2003) SSCP/DGGE Si Si 
RP-1599 9 c.895T>C p.Cys299Arg (Sullivan et al., 2006a) adRP Chip Si Si 
RP-1541 9 c.939dup p.Gly314Argfs*10 (Fernandez-San Jose et al., 2015a) panel NGS  Si Si 
RP-1970 IVS11+2 c.1146+2T>C Splicing (Waseem et al., 2007) panel NGS  Si Si 
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Figura 22. Análisis de haplotipos en dos familias con la misma variante nonsense en PRPF31. Para ello se utilizaron 6 
SNPs intragénicos y 5 marcadores microsatélites que flanquean PRPF31 en las familias RP-0006 y RP-1609 con la 
misma mutación causal p.Glu181*. El análisis de los haplotipos mostró una región común que compartía un mínimo 
de 1,2 Mb y un máximo de 1,4 Mb definido por los alelos ubicados a lo largo de la barra negra (el marcador D19S605 
no fue informativo). 
 
 
Figura 23. Análisis de haplotipos en dos familias con la misma variante de splicing en PRPF31. Se usaron 5 marcadores 
microsatélites que flanquean PRPF31 en las familias RP-0187 y RP-1318 con la misma mutación causal 
c.322+4_322+7del. El análisis de los haplotipos mostró una región común que compartía un mínimo de 1,7 Mb 
definido por los alelos ubicados a lo largo de la barra negra. 
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4.4.2. Dos reordenamientos en PRPF31 segregando en la misma familia 
En la familia RP-0932 que presentaba un gran árbol familiar en donde la RP se encontraba 
segregando en 9 individuos de 2 ramas familiares distintas (Figura 17), observamos dos 
reordenamientos genéticos diferentes en el gen PRPF31. En concreto, se identificó una 
duplicación de los exones 2 a 5 en el caso índice y en su padre afectado (IV:1 y III:1, 
respectivamente), y una gran deleción de los exones 1 a 13 en otros dos individuos afectos de la 
familia, su tía paterna y su prima (III:12 y IV:12, respectivamente).  
Este caso presenta dos hallazgos novedosos en la etiopatogenia de la RP pues es la primera vez 
que se identifica una duplicación en el gen PRPF31 como probable causa de patología y además, 
la presentación de dos reordenamientos diferentes dentro de la misma familia, es un fenómeno 
no descrito anteriormente en ninguna otra familia con RP. Con el fin de estudiar la implicación 
de estos reordenamientos en una desregulación de PRPF31, se realizó un análisis de expresión 
génica mediante qPCR en distintos portadores de ambas CNVs. Tal como se describe en la Figura 
24, los niveles de expresión de PRPF31 disminuyeron significativamente en los pacientes con la 
deleción (IV:12) y/o la duplicación (IV:1 y III:1) con un ratio entre 0,52 y 0,7 en comparación con 
muestras de controles (p<0,001). Por lo tanto, estos pacientes mostraron una disminución en 
los niveles de expresión génica de hasta el 48% del valor normal, lo que apoya que la 
haploinsuficiencia de PRPF31 sea el mecanismo patogénico responsable de la RP, asociado no 
solo a la deleción sino también a la duplicación parcial del gen. 
 
Esta amplificación, tras su detección mediante MLPA, fue posteriormente verificada y acotada 
por aCGH, tal como describimos en el apartado 4.2.3. Con la finalidad de determinar la 
localización y reorganización, se utilizó una estrategia de long-Range PCR utilizando cebadores 
específicos. Como se observa en la Figura 25, los pacientes IV:1 y III:1 portaban la región génica 
amplificada a continuación de los exones 2-5, lo que confirma una duplicación en tándem. Este 
Figura 24. Expresión del gen PRPF31 en la familia RP-
0932. La expresión de PRPF31 disminuyó en los 
pacientes con la duplicación (III:1 y IV:1) y la deleción 
(IV:12), en comparación con los controles, siendo las 
diferencias de las medias entre ambos grupos 
estadísticamente significativas (valor de p<0,001), 
mientras que las diferencias de las medias entre los 
pacientes con la duplicación y el paciente con la 
deleción no fueron estadísticamente significativas 
(NS). El ensayo se realizó por triplicados dos veces. 
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hallazgo es consistente con la pérdida de expresión del alelo mutante, probablemente debido a 
que la duplicación de estos 4 exones conduzca a la producción de isoformas aberrantes que sean 
degradadas mediante el sistema non-sense mediated decay (NMD). 
 
 
 
 
 
Figura 25. Validación mediante PCR larga de la duplicación en tándem en la familia RP-0932. Gel de agarosa al 1%. 
Como marcador se usó Lambda DNA / HindIII. Tamaño del marcador en pb. Se observó una banda de 8,6 kb, 
correspondiente al alelo normal, en los pacientes III:1, IV:1 y la muestra control (WT). Los pacientes III:1 y IV:1 además 
presentaban una banda superior de entre 9,4 a 23,1 kb, correspondiente al alelo duplicado. 
 
4.4.3. Contribución del elemento repetido MSR1 a la penetrancia de la enfermedad de 
las mutaciones en PRPF31 
Debido a la alta frecuencia de penetrancia incompleta asociada a PRPF31 en nuestra cohorte, 
en este trabajo nos planteamos profundizar en la identificación de otros factores genéticos en 
nuestras familias que pudieran modular las diferencias en la expresión del alelo mutante en 
pacientes y portadores asintomáticos.  
Recientemente, Rose y colaboradores (Rose et al., 2016) describieron que variaciones en el 
número de repeticiones del minisatélite MSR1 situado aguas arriba del promotor del gen 
PRPF31, podrían tener un papel fundamental en la penetrancia de las mutaciones en PRPF31, al 
actuar como modulador de su actividad transcripcional. Por ello, decidimos estudiar la 
implicación de este elemento repetitivo MSR1 en la expresividad de la enfermedad en nuestra 
cohorte. Se analizó el número de copias de este MSR1 en 40 portadores de mutaciones en 
PRPF31: 35 pacientes sintomáticos de 15 familias diferentes y 5 individuos asintomáticos de 5 
de estas familias (Anexo 3). 
Tras el genotipado, el 54% de los individuos sintomáticos (19/35) portaba el genotipo 3/4 de 
MSR1 y solo el 46% (16/35) portaba el genotipo 3/3. En este último grupo, se encuentran cuatro 
individuos hemicigotos para el alelo 3 de MSR1 debido a la presencia de grandes deleciones de 
PRPF31 que afectan a la región de MSR1. Ningún paciente afectado presentaba el genotipo 4/4. 
Esta alta proporción del alelo de 4 copias de MSR1 en pacientes sintomáticos varía con respecto 
a la frecuencia descrita anteriormente en el trabajo de Rose (Rose et al., 2016), en donde todos 
III:1 IV:1 WT Marcador 
23130 
9416 
6557 
4361 
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los pacientes sintomáticos fueron 3/3. Con el fin de determinar si estas diferencias podían ser 
poblacionales, se estimó la MAF en población española, siendo la frecuencia de este alelo 0,13, 
similar a la reportada anteriormente de 0,154 (Rose et al., 2016). En el grupo de individuos 
asintomáticos se identificaron los genotipos 3/3 (20%), 3/4 (40%) y 4/4 (40%), estando el alelo 
de 4 copias de MSR1 significativamente sobrerrepresentado (valor p<0,001) con respecto a los 
controles. 
Estas observaciones están en concordancia con la hipótesis de que el alelo de 4 copias 
proporciona una mayor expresión del gen PRPF31 y podría actuar como un factor protector en 
la expresividad de la enfermedad asociada a PRPF31. La penetrancia incompleta se observó en 
todas las familias en donde los pacientes sintomáticos presentaban el genotipo 3/4 para MSR1 
(Anexo 3). 
4.4.4. Correlación genotipo-fenotipo para las familias con variantes en PRPF31 
En la Tabla 14 y Tabla 15 se presentan un resumen de los datos oftalmológicos de 31 pacientes 
de 18 familias afectadas de RP por mutaciones en PRPF31, así como un análisis de las 
características clínicas en función del tipo de mutación. 
En general, los pacientes presentaron ceguera nocturna como primer síntoma (edad media 13,4 
± 7,6 años), seguido de constricción del campo visual (18,5 ± 9,9 años) y pérdida de la agudeza 
visual (25,2 ± 12,4 años). En general, en aquellos pacientes en los que se disponía de datos de 
ERG, la actividad de los fotorreceptores no pudo ser registrada. Hasta el 36% de los pacientes 
presentaron cataratas subcapsulares, con un rango de aparición entre los 21 a los 65 años. En el 
examen funduscópico, los pacientes presentaron cambios típicos asociados a la RP, 
principalmente dispersión de pigmento, estrechamiento de vasos y palidez papilar. En algunos 
casos, se presentaron alteraciones maculares en pacientes con una pérdida importante de la 
agudeza visual. 
Aparentemente, los síntomas más severos se observaron en el paciente portador de la 
duplicación en tándem (individuo IV:1, familia RP-0932, Figura 17), en términos de inicio y 
evolución de la enfermedad. Por otro lado, los casos con mutaciones tipo missense/in-frame 
parecen tener un inicio más temprano y una evolución rápida a la pérdida de la visión. En las 
familias en las que la deleción de PRPF31 incluía la deleción de genes flanqueantes (genes 
OSCAR, NDUFA3 y TFPT) no se asoció con signos adicionales aparte de la RP. 
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Tabla 14. Características clínicas de 31 pacientes afectados de 18 familias caracterizadas con una mutación en el gen PRPF31. Fondo de RP típico: palidez papilar, atenuación de los vasos de la 
retina y cambios pigmentarios (espículas). AM: alteración macular. CN: ceguera nocturna. CCV: constricción del campo visual. AV: agudeza visual. BCVA: agudeza visual corregida. CF: contar 
dedos. OD: ojo derecho. OI: ojo izquierdo. ERG: electroretinograma. NR: no registrable. ND: no hay datos disponibles. Esco: escotópico. Fot: fotópico. RA: amplitud reducida. a.:años. 
Familia Mutaciones PRPF31  ID  
Primeros síntomas (años) Edad 
examinación BCVA (OD/OI) Campo visual ERG Fondo de ojo Otros hallazgos CN CCV AV 
RP-0006 c.541 G>T 
VI:5 8 9 No 44 0,2/0,3 Tubular NR RP típico Cataratas (42a.) 
VII:9 5 Si Si 19 0,5/0,5 Tubular NR RP típico  
RP-0076 
del chr19:54629903-
54629992 
III:2 30 36 36 54 0,1/0,1 Tubular NR RP típico  Fotofobia. Cataratas 
IV:2 15 No No 21 0,5/0,5 Escotoma anular Esco:NR. RP típico  
RP-0182 c.1146+2T>A IV:4 7 Si Si 40 0,3/0,3 Tubular NA RP típico Cataratas (38a.) 
RP-0187 c.322+4_322+7del 
III:11 25 25 26 30 0,4/0,5 Escotoma anular Esco:NR. Fot: RA RP típico  
II:3 no Si No 52 0,7/0,8 Tubular NA RP típico  
RP-0361 c.328_330del 
IV:1 14 14 20 27 0,9/0,9 Tubular  NR RP típico  
IV:6 14 14 20 27 0,7/0,7 Tubular NA RP típico  
IV:7 Si Si Si 24 0,7/0,6 Tubular NA RP típico  
RP-0368 c.828_829del 
II:1 20 20 Si 56 NA NA NA NA Cataratas (56a.) 
III:3 Si Si No 39 1/0,6 Tubular NA RP típico  
RP-0637 c.770dup 
II:2 18 40 50 64 CD/CD Tubular NR RP típico + AM 
Fotofobia. 
Discromatopsia. OD 
Cataratas (65a.) 
III:1 10 20 35 40 0,7/0,7 Tubular  NR RP típico OI Cataratas (38a.) 
IV:1 NA NA NA 16 0,7/1 
Constricción 
periférica + 
pérdida difusa 
NA 
Edema macular 
cistoide 
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Tabla 14. Características clínicas de 31 pacientes afectados de 18 familias caracterizadas con una mutación en el gen PRPF31 (Continuación). 
Familia Mutaciones PRPF31  ID  
Primeros síntomas (años) Edad 
examinación 
BCVA (OD/OI) Campo visual ERG Fondo de ojo Otros hallazgos 
CN CCV AV 
RP-0777 
del chr19:54602946-
54635178 
III:1 27 32 No 37 0,7/0,8 Tubular NR RP típico  
RP-0932 
dup chr19:54621606-
54626745 
III:1 Si Si Si A edad adulta NA NA NA NA  
IV:1 5 7 20 30 0,2/0,2 Tubular NA RP típico + AM 
Discromatopsia. 
Cataratas (25a.)  
del chr19:54602946-
54632693 
III:12 Si 14 13 51 0,125/0,125 Tubular NA RP típico + AM Cataratas (50a.) 
IV:12 Si 17 No 28 0,8/0,8 Tubular NA RP típico  
RP-1318 c.322+4_322+7del III:1 9 9 16 NA NA NA NA NA  
RP-1541 c.939dup IV:2 6 20 39 38 0,1/0,1 NA NA RP típico Cataratas (21a.) 
RP-1599 c.895T>C 
III:6 Si 7 7 43 0,1/0,05 Tubular NA RP típico Cataratas (30a.) 
IV:4 3 5 6 15 0,8/0,6 NA NA RP típico  
RP-1609 c.541G>T IV:2 6 22 25 23 0,8/0,7 Tubular Esco:NR. Fot: RA 
Cambios 
pigmentarios 
periféricos 
Fotofobia. 
Discromatopsia 
RP-1970 c.1146+2T>C 
V:1 14 12 No 16 NA 
Constricción 
periférica 30º 
Esco:NR. Fot: RA NA 
Hipermetropía. 
Astigmatismo 
V:2 13 No No 14 1,0/1,0 
Constricción 
periférica 30º 
Esco:NR. Fot: RA 
Cambios 
pigmentarios + 
estrechamiento 
vasos 
 
RP-2136 c.527+1G>T II:1 Si Si Si 41 0,2/0,2 Tubular NR RP típico  
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Tabla 14. Características clínicas de 31 pacientes afectados de 18 familias caracterizadas con una mutación en el gen PRPF31 (Continuación). 
Familia Mutaciones PRPF31  ID  
Primeros síntomas (años) Edad 
examinación 
BCVA (OD/OI) Campo visual ERG Fondo de ojo Otros hallazgos 
CN CCV AV 
RP-2266 c.1462_1472del III:1 13 16 30 51 0,3/0,3 Tubular NA RP típico Cataratas (50a.) 
RP-2426 
del chr19:54618828-
54619055 
III:1 NA NA NA 37 0,8/0,8 Tubular NA RP típico  
RP-2496 c.1074-1G>T III:2 20 30 35 36 0,6/0,8 Tubular NA RP típico Fotofobia 
 
 
Tabla 15. Descripción del fenotipo en función de la edad de aparición de los síntomas, en pacientes con mutación en PRPF31. Edad de inicio de la ceguera nocturna (CN), constricción del campo 
visual (CV), pérdida de la agudeza visual (AV), cataratas y porcentaje de individuos con alteración de la AV y cataratas según el tipo de mutación. Los datos se muestran como la media ± desviación 
estándar. FS: frameshift. No: número. Entre paréntesis se muestra el número de individuos con datos de la edad de inicio de los síntomas en cada una de las distintas mutaciones. 
 
Tipo de mutación 
CN 
(No. casos) 
CV 
 (No. casos) 
AV 
(No. casos) 
% AV 
Cataratas 
 (No. casos) 
% Cataratas 
Splicing 14,7±6,8 (6) 19,0±10,1 (4) 25,7±9,5 (3) 62,5% 38,0 (1) 13% 
Missense/in-frame 10,3±6,4 (3) 10,0±4,7 (4) 13,3±7,8 (4) 100% 30,0 (1) 20% 
FS/nonsense 10,8±5,7 (8) 21,0±9,4 (7) 35,8±9,5 (5) 77,8% 45,3±15,4 (6) 60% 
Duplicación 5,0 (1) 7,0 (1) 20,0 (1) 100% 25,0 (1) 50% 
Deleción 24±7,9 (3) 24,8±10,9 (4) 24,5±16,3 (2) 40% 50,0 (1) 33% 
TOTAL 13,4±7,6 18,5±9,9 25,2±12,4  37,7±10,4  
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El objetivo principal de esta Tesis ha sido profundizar en el conocimiento sobre las bases 
genéticas y moleculares de pacientes con retinosis pigmentaria autosómica dominante. Para 
ello, se han evaluado y utilizado de forma secuencial diferentes herramientas moleculares, tanto 
clásicas como varios abordajes de secuenciación masiva, así como el estudio de la implicación 
de CNVs en la etiopatogenia de esta forma de RP. Dado el exhaustivo estudio realizado en estas 
familias, este trabajo aporta prevalencias actualizadas de mutaciones y de los genes 
responsables de la enfermedad, lo que permite conocer la implicación real de al menos 24 de 
los 28 genes asociados a adRP. Además, hemos implementado un algoritmo de diagnóstico 
genético coste efectivo para el estudio de esta patología. Por último, se ha profundizado en las 
correlaciones genotipo-fenotipo del segundo gen más prevalente en nuestra cohorte, 
identificado nuevos reordenamientos, además de aportar luz en los mecanismos que pueden 
estar asociados a la penetrancia incompleta asociada a PRPF31. 
5.1. Datos globales de la caracterización genética de la adRP en España  
En este trabajo se presenta el estudio de la mayor cohorte de familias en población europea 
estudiada hasta la fecha, con un diagnóstico inicial de RP con sospecha de herencia autosómica 
dominante, lo que ha permitido establecer la tasa de caracterización actual de adRP en 
población española, así como la prevalencia de los distintos genes en esta población y los 
eventos mutacionales encontrados en la misma. Esta cohorte de 285 familias ha sido estudiada 
a lo largo de 26 años aplicando diferentes estrategias disponibles en cada época en nuestro 
laboratorio, lo que aporta una visión muy interesante de cómo la tasa diagnóstica en adRP ha 
ido cambiando a lo largo del tiempo, gracias al desarrollo de nuevas estrategias de diagnóstico 
genético. Actualmente la secuenciación masiva parece ser la aproximación más rentable para el 
diagnóstico molecular de pacientes con adRP (Bowne et al., 2011; Bernardis et al., 2016), tal y 
como también hemos demostrado en nuestro estudio. 
Usando las técnicas de cribado SSCP/DGGE/Sanger y/o chip de genotipado de los genes más 
frecuentemente mutados se obtuvo una tasa diagnóstica global del 38%. Tras realizar análisis 
de NGS y estudios de CNVs, la tasa diagnóstica total aumentó al 60,1%, siendo superior a la 
encontrada en población alemana (41%) (Glockle et al., 2014) o belga (56%) (Van Cauwenbergh 
et al., 2017), pero menor que la tasa del 78,5% descrita en una cohorte de Norte América (Daiger 
et al., 2014a), la mayor cohorte estudiada hasta la fecha. La presencia de la mutación fundadora 
p.Pro23His en el gen RHO, exclusiva de los Estados Unidos, en el 13,2% de las familias adRP 
americanas (Daiger et al., 2014a), puede explicar la diferencia observadas entre ambas 
poblaciones. Al no haberse identificado ninguna mutación con tan alta prevalencia, nuestra 
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cohorte presenta una mayor diversidad alélica que la observada en EE.UU. Además, la tasa 
diagnóstica obtenida en nuestra cohorte está de alguna manera sesgada e infraestimada, ya que 
34 de las 258 familias adRP (13,2%) no se pudieron estudiar usando NGS debido a la falta de 
disponibilidad de nuevas muestras de ADN con la calidad suficiente en familias antiguas y/o 
fallecimiento de los pacientes en estudio, fundamentalmente.  
En este estudio se realizó una comparación de la capacidad diagnóstica de la NGS en dos 
subgrupos de casos: los casos retrospectivos no caracterizados con técnicas clásicas, y un 
subgrupo de nuevas familias recopiladas de forma prospectiva durante el desarrollo de esta 
Tesis Doctoral, en los que la NGS fue utilizada como primera aproximación diagnóstica, 
utilizando la estrategia de exoma clínico con prefiltrado de genes asociados a DR. Así, teniendo 
en cuenta que la tasa diagnóstica en estos casos naive fue de un 66%, es probable que la tasa 
diagnóstica actual en familias con adRP se encuentre entre el 60-70%.  
Durante este trabajo se han evaluado otras estrategias de NGS a lo largo de los últimos 5 años. 
Se han utilizado sistemas mixtos de captura de regiones candidatas mediante paneles 
customizados, diseñados en exclusiva para el estudio de DR no sindrómicas, mediante una 
aproximación comercial usando HaloPlex (con 75 genes), como una herramienta no comercial 
basada en Molecular Inversion Probes (con 108 genes) desarrollada en colaboración con el 
Rabdoud University Medical Center. En total, se caracterizaron 43 pacientes con una tasa 
diagnóstica entre el 40-51%, cifras inferiores a las obtenidas en los casos naive. En otros trabajos 
sobre el uso de la NGS en pacientes con adRP también muestran una gran variabilidad en el 
rendimiento de detección de mutaciones, entre el 23 y 86% (Bowne et al., 2011; Audo et al., 
2012; Eisenberger et al., 2013; Daiger et al., 2014b; Glockle et al., 2014), similar a lo que 
observamos en nuestro estudio utilizando distintas estrategias. Esta variabilidad en las tasas de 
detección se debe a diferencias en las características de las subcohortes estudiadas, en el 
número de genes incluidos en los diferentes paneles y principalmente, en los estudios 
moleculares previos realizados en los pacientes. En nuestro caso, 105 de las 137 familias 
analizadas por NGS fueron analizadas previamente mediante el array de genotipado de adRP, 
cribado de RHO (Fernandez-San Jose et al., 2015b), PRPH2 (Trujillo et al., 1998), y de exones 
concretos de los genes NR2E3 (Blanco-Kelly et al., 2016), PRPF3, PRPF8 (Martinez-Gimeno et al., 
2003), RP1 (Gamundi et al., 2006) y SNRNP200, lo que probablemente subestimó la tasa de 
detección en casos no naive. 
Recientemente, se ha evidenciado que las CNVs son una causa importante e infraestimada de 
DR (Ellingford et al., 2017; Van Schil et al., 2017). Se han descrito deleciones que implican varios 
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exones en distintos genes asociados a DR en un importante número de pacientes, no 
caracterizados previamente tras análisis de NGS (Ellingford et al., 2017). Nuestro estudio es 
pionero en la implementación del análisis de CNVs para la caracterización molecular en 
pacientes con adRP, lo que nos ha permitido subrayar la importancia que tienen las variantes 
estructurales en la etiología de la adRP. Primero se evaluaron deleciones en los genes más 
prevalentes, principalmente RHO y PRPF31, utilizando un kit comercial de MLPA. Además, 
quisimos evaluar la capacidad de detección de CNVs aprovechando los datos de NGS ya 
disponibles en 68 casos que fueron obtenidos con la estrategia de HaloPlex. Su elección frente 
a otras disponibles en el laboratorio se debió a dos razones principales como la disponibilidad 
de un mayor número de casos analizados con esta técnica, además de su análisis a alta 
profundidad (>300x) y con muy buena cobertura de las regiones capturadas (99,1%). Esto nos 
aseguró la obtención de datos más homogéneos y robustos durante la comparativa de las 
profundidades de secuencia, con el fin de minimizar falsos positivos debidos a variabilidad de 
cobertura en las regiones capturadas y/o errores de secuenciación.  
Para ello, se reanalizaron los datos crudos (raw data) de secuencia utilizando una nueva pipeline 
para analizar SNVs y CNVs. En el caso de las SNVs, se utilizaron algoritmos más actualizados, 
nuevas herramientas de anotación y predicción de patogenicidad, así como nuevas bases de 
datos de frecuencias. Como consecuencia de este análisis, no solo se identificaron deleciones 
afectando uno o varios exones en 3 pacientes, sino que además se encontraron 5 nuevas SNVs 
causales que no habían sido detectadas con el análisis bioinformático anterior. Esto permitió 
que el rendimiento de esta estrategia aumentara del 27% descrito anteriormente (Fernandez-
San Jose et al., 2015a) al 39,7%. Nuestro trabajo pone de manifiesto la utilidad de realizar 
reanálisis sistemático de los datos de NGS a medida que mejora la sensibilidad de los algoritmos 
bioinformáticos y aumenta la información de las bases de datos. 
Cabe destacar que el 3,1% de nuestros pacientes son portadores de CNVs de distinto tamaño, 
principalmente en los genes PRPF31 y CRX. Estas CNVs fueron identificadas mediante MLPA y/o 
análisis de NGS, confirmadas mediante un análisis de aCGH para definir mejor el tamaño, acotar 
los puntos de corte e identificar otros posibles genes adyacentes que pudiesen estar 
involucrados. De hecho, el uso del aCGH nos permitió refinar los puntos de rotura de los 
reordenamientos de PRPF31 y CRX, aunque debido a una baja cobertura de las regiones 
adyacentes a estos genes en los aCGH utilizados no pudimos establecer los puntos de rotura 
exactos para las deleciones de mayor tamaño identificadas en nuestros pacientes. Este fue el 
caso de las deleciones en PRPF31 encontradas en las familias RP-0932 y RP-0777, que incluyen 
genes contiguos, y donde la deleción parece empezar en el mismo punto, extremo 5´, en ambas 
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familias. Por otro lado, en la familia RP-0777 portadora de una deleción identificada mediante 
WES, la confirmación mediante aCGH evidenció que tenía un mayor tamaño que el descrito 
previamente (Almoguera et al., 2015), incluyendo el exón 14 y el exón 2 de los genes PRPF31 y 
OSCAR, respectivamente.  
Esta elevada frecuencia de CNVs para dichos genes puede deberse a su localización genómica 
en una zona rica en elementos repetidos, especialmente de repeticiones tipo Alu. Los elementos 
Alu son un tipo de SINE (Short Interspersed Element) que constituye el 10% del contenido total 
del genoma, pero que constituye el 26,3% del cromosoma 19, siendo el cromosoma más rico en 
secuencias tipo Alu (Grover et al., 2004) (Figura 26). Las repeticiones tipo Alu están implicadas 
en enfermedades genéticas humanas por inserción de estos elementos en el genoma o por 
recombinación homóloga no alélica causando reordenamientos. Este último mecanismo, se 
predice que causa el 0,3% de las enfermedades genéticas humanas (Deininger & Batzer, 1999), 
y puede ser la explicación más probable de la alta prevalencia de reordenamientos genómicos 
en el gen PRPF31 (Rose et al., 2011). Por ello, el mecanismo subyacente a los complejos 
reordenamientos estructurales en estas familias, con deleciones tanto en PRPF31 como en CRX,  
podría ser por recombinación homóloga no alélica entre dos repeticiones tipo Alu con elevada 
homología, presentes en los extremos 5´ y 3´de las regiones delecionadas (Figura 20). 
 
 
Figura 26. Densidad de secuencias tipo Alu y genes en los distintos cromosomas. Imagen adaptada de Grover et al., 
2004. 
 
Además, en ambos genes el número de variantes estructurales es similar al total de variantes 
que causan una proteína truncada (nonsense, frameshift). Sin embargo, excepto para los genes 
PRPF31, CRX, TOPORS, y RP1, las variantes tipo missense fueron la causa más frecuente de adRP 
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en nuestra cohorte, mediando un mecanismo etiopatogénico distinto de la haploinsuficiencia 
de la proteína. Así, el mecanismo asociado a la RP parece ser específico de cada gen, pero 
también podría estar relacionado con el tipo de defecto y la localización del mismo en el gen 
(Latasiewicz et al., 2017). 
En este trabajo se observó que la adRP presenta un amplio espectro mutacional, al menos en 
nuestra cohorte, detectándose un total de 114 variantes distintas en las 155 familias 
caracterizadas. El 46% (53/114) de los cambios identificados en estas familias no habían sido 
descritos previamente, lo que nos da una idea de que las causas de la adRP en nuestra población 
son eventos exclusivos de cada familia. Estas nuevas variantes fueron clasificadas como 
causantes de la enfermedad, basándonos en la elevada conservación de los aminoácidos 
alterados en proteínas ortólogas, la predicción de su patogenicidad mediante programas "in 
silico", su frecuencia extremadamente rara o ausente en bases de datos poblacionales y, en 
función de disponibilidad de muestras, su cosegregación familiar con la adRP. 
La mutación más frecuente fue p.Pro347Leu, identificada en 10 de las familias representando 
así el 3,9% en nuestra cohorte, frecuencia similar a la descrita en otras poblaciones europeas 
(Ziviello et al., 2005; Audo et al., 2010a). Esta variante recurrente afecta a una secuencia CpG 
con una mayor probabilidad de transición C>T y está considerada como mutación hotspot. La 
segunda mutación más frecuente p.Gly56Arg en NR2E3, presente en 7 de las familias, por el 
contrario parece representar un efecto fundador en nuestra cohorte tal como pone de 
manifiesto un estudio anterior (Blanco-Kelly et al., 2016). En este sentido, durante esta tesis, 
hemos investigado la causa de la recurrencia de 2 mutaciones en PRPF31 en dos familias 
mediante análisis de haplotipos, lo que ha permitido confirmar un origen ancestral común. Sería 
interesante la realización de estudios similares en otras variantes recurrentes en nuestra 
población. 
En nuestra cohorte, los genes más prevalentes fueron RHO, PRPF31, RP1 y PRPH2, explicando el 
20,9%, 8,1%, 4,3% y 3,9% de nuestras familias, respectivamente. La tabla 16, muestra el 
porcentaje de estos cuatro genes en distintas cohortes con adRP. La prevalencia génica en 
nuestra población fue muy similar a la encontrada en población norteamericana con la 
excepción del gen RP1, que es el quinto gen más prevalente tras RHO, PRPF31, PRPH2 y RPGR 
(Daiger et al., 2014a). RHO es el gen más frecuentemente mutado en las distintas poblaciones 
con adRP a nivel mundial sin embargo, la prevalencia de este gen parece cambiar bastante según 
la población estudiada y la técnica empleada, con prevalencias que varían del 7% en Sudáfrica 
(Roberts et al., 2000) al 31% en América (Daiger et al., 2014a).  
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 Tabla 16. Porcentaje de caracterización y prevalencia de los genes RHO, PRPF31, RP1 y PRPH2 en distintas poblaciones de adRP. Caract.: caracterización. No: número. *Varias 
 técnicas usadas incluida la NGS. 
Población  % Caract. 
No. casos 
de adRP  
No. genes 
estudiados Técnica %RHO %PRPF31 %RP1 %PRPH2 Referencia 
Española 60,5 258 - Varias* 20,9 8,1 4,3 3,9 Presente estudio 
Americana 78,5 270 - Varias* 30,7 8,9 4,8 7 (Daiger et al., 2014a) 
Belga 56 86 - Varias* 14 10,5 10,5 4,7 (Van Cauwenbergh et al., 2017) 
Franco canadiense 40 60 9 Sanger 18,3 3,3 - 5 (Coussa et al., 2015) 
Japonesa 35,1 77 193 NGS 9 3,9 3,9 5,2 (Oishi et al., 2014) 
Italiana 27 43 12 Sanger 16 - 5 - (Ziviello et al., 2005) 
China 15 60 RHO Sanger 15 - - - (Yang et al., 2014) 
Sudáfrica 6,7 60 RHO SSCP 6,7 - - - (Roberts et al., 2000) 
India 2 53 4 Sanger - 2 - - (Gandra et al., 2008) 
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El uso de NGS nos ha permitido identificar variantes en genes raros de adRP, como el gen HK1, 
y determinar que algunos genes considerados minoritarios hasta este momento, presentan una 
prevalencia mayor a la observada anteriormente en nuestra cohorte (Blanco-Kelly et al., 2012). 
Un claro ejemplo de ello, en el que profundizaremos más adelante, es el gen PRPF31. Por el 
contrario, aunque el gen RHO, sigue siendo el más prevalente en nuestra cohorte, aparece 
infrarrepresentado en los estudios realizados mediante NGS, debido a su cribado previo 
mediante secuenciación Sanger en la mayoría de las familias (Fernandez-San Jose et al., 2015b). 
Los datos de frecuencia de este gen de hecho no han variado con el estudio de 58 nuevas familias 
con respecto al trabajo realizado en 200 familias anteriormente (Fernandez-San Jose et al., 
2015b). 
El desarrollo de las técnicas de secuenciación masiva ha venido acompañado de nuevos desafíos 
en la interpretación de la patogenicidad de las variantes detectadas. A diferencia de las formas 
recesivas, en las que algunas mutaciones pueden estar enriquecidas en algunas poblaciones, en 
el caso de adRP las variantes causales son extremadamente raras (Daiger et al., 2014a). Por ello, 
se adaptó nuestro algoritmo bioinformático de priorización de variantes por frecuencia alélica 
al análisis específico de formas dominantes utilizando valores de MAF<0,001, lo que permitió 
disminuir el número de VUS a analizar. Además, el uso de nuevas bases de datos de frecuencias 
alélicas con datos procedentes de genomas para evitar sesgos procedentes de la captura de los 
exomas, así como el uso de un mayor número de predictores in silico, facilitan la interpretación 
de variantes raras. Por otro lado, se evaluó su posible implicación de las variantes como 
responsable de la RP también con su segregación en las familias; sin embargo, estos análisis se 
ven limitados debido a la penetrancia incompleta, tan frecuentemente asociados a algunas 
formas de adRP (Martinez-Gimeno et al., 2003; Gamundi et al., 2006), o a la tardía aparición de 
síntomas, por lo que algunos miembros de la familia pueden no mostrar evidencias de RP en el 
momento del estudio. Todo ello dificulta la interpretación de la patogenicidad en variantes 
nuevas, por lo que resulta imprescindible realizar seguimientos de las familias para poder 
establecer y/o reevaluar la posible causalidad de nuevas variantes. 
En nuestro estudio, el análisis de los pacientes con adRP mediante NGS se ha realizado utilizando 
diferentes paneles génicos que incluían genes no solo asociados a distintas formas de RP sino 
también a otras formas menos frecuentes de DR. Esta estrategia nos permitió realizar un análisis 
libre de hipótesis de forma independiente al fenotipo y al modo de herencia de los pacientes en 
estudio. Gracias a ello, 17 familias previamente clasificadas como formas autosómicas 
dominantes de RP, fueron reclasificadas clínica y/o genéticamente, debido a la identificación de 
una variante en un gen asociado a un tipo distinto de adRP.  
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En 4 familias, encontramos la variante patogénica p.Ser163Arg en el gen C1QTNF5, asociado a 
un fenotipo característico de degeneración retiniana de aparición tardía (LORD: late-onset 
retinal degeneration) (Hayward et al., 2003; Almoguera et al., 2015). Esta forma de DR es una 
enfermedad ocular con herencia autosómica dominante caracterizada principalmente por 
ceguera nocturna en la quinta o sexta década de la vida, con moteado amarillo-blanquecino, 
degeneración central y periférica, y una neovascularización en la coroides en el fondo de ojo 
(Hayward et al., 2003). Los casos índices de estas cuatro familias presentaban ceguera nocturna 
como primer síntoma a los 50-60 años y en consecuencia fueron remitidos al Servicio de 
Genética con un diagnóstico inicial de RP de aparición tardía. Además, alguno de los pacientes 
presentaba alteración macular y material drusoide en el fondo de ojo. La DR tipo LORD puede 
ser erróneamente clasificada como una degeneración macular asociada a la edad (DMAE) o 
como una RP clásica en etapas tempranas o tardías de la enfermedad, respectivamente 
(Almoguera et al., 2015). A la vista de la relativa frecuencia de esta variante en nuestra cohorte 
y la dificultad del diagnóstico clínico del LORD, creemos que este gen debe tenerse en cuenta en 
el estudio de NGS de los pacientes con diagnóstico clínico de RP de aparición tardía. 
Además, 8 familias inicialmente clasificadas como adRP, debido a la presencia de mujeres 
afectas, portaban variantes patogénicas en genes ligados al cromosoma X. Este hallazgo había 
sido descrito previamente en el 8,5% de las familias con diagnóstico inicial de adRP (Churchill et 
al., 2013). Aunque las mujeres portadoras de mutaciones en el gen CHM son normalmente 
asintomáticas (Ma et al., 2017), existen descritos en la literatura algunos casos de mujeres 
completamente afectas de coroideremia (Fraser & Friedmann, 1968). Este hecho se debe a la 
lionización del cromosoma X no aleatoria, inactivándose el cromosoma X con el alelo wild-type 
(Perez-Cano et al., 2009). La coroideremia es generalmente un diagnóstico clínico realizado a 
través de hallazgos en el fondo de ojo y evaluación de la historia familiar (MacDonald et al., 
1993). En nuestras dos familias con variantes patogénicas en el gen CHM, los datos fenotípicos 
disponibles y los datos del pedigrí eran escasos, por lo tanto, el diagnóstico se basó 
principalmente en los resultados del estudio molecular. 
Por otro lado, se encontraron variantes patogénicas para genes recesivos en 5 familias 
adicionales. La familia RP-1217 presentó un patrón pseudo-dominante que se explica en el 
contexto de una elevada endogamia y por la presencia de una variante en homocigosis en el gen 
EYS que segregaba en varias generaciones consecutivas. Además, la herencia pseudo-dominante 
puede estar justificada también por la frecuencia de portadores relativamente elevada en 
población española de algunos genes de DR (Riveiro-Alvarez et al., 2009). Este es el caso de la 
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familia RP-1455, con tres variantes patogénicas diferentes en el gen ABCA4 segregando en varias 
generaciones. 
Por ello, se pone en evidencia que el uso de un enfoque libre de hipótesis en el análisis de los 
datos de NGS en pacientes con adRP, permite la reclasificación genética y/o fenotípica de un 
número importante de familias con sospecha inicial de adRP, lo que tiene un gran impacto en el 
asesoramiento genético familiar, el seguimiento clínico y la futura inclusión en tratamientos 
basados en terapia génica.  
En la actualidad, se estima que un 40% de los pacientes con DR sigue sin caracterización genética 
tras análisis con NGS (Audo et al., 2012; Shanks et al., 2013), cifra similar a la observada en 
nuestro estudio. Varias son las razones que podrían explicar la ausencia de detección de 
variantes causales en los pacientes estudiados no caracterizados. En primer lugar, algunas 
familias podrían portar variantes que causan enfermedades en regiones no estudiadas por 
nuestros paneles de NGS, como en las regiones intrónicas profundas, regiones reguladoras o en 
regiones altamente repetitivas que son difíciles de capturar con estas técnicas, como sucede con 
la región ORF15 en el gen RPGR. Además, pueden presentar variantes en genes de adRP 
recientemente identificados que no estaban incluidos en los paneles usados (como son 
ADIPOR1, ARL3, PRPF4 y SPP2) (Chen et al., 2014; Liu et al., 2015; J. Zhang et al., 2016; Strom et 
al., 2016), o en genes aún no identificados. En segundo lugar, a pesar de la identificación exitosa 
de reordenamientos genómicos en este estudio, no podemos descartar la posibilidad de que 
existan CNVs adicionales que involucren regiones parcialmente cubiertas por los enfoques de 
NGS utilizados. 
En el caso de las variantes no codificantes, los diseños de paneles dirigidos no suelen incluir las 
regiones intrónicas profundas de los genes diana debido a limitaciones de cobertura. Sin 
embargo, se han descrito variantes intrónicas en distintos genes asociados a DR como USH2A 
(Garcia-Garcia et al., 2014), ABCA4 (Zernant et al., 2014) y OFD1 (Webb et al., 2012), entre otros, 
que conducen a la inclusión de pseudoexones mediante la activación de sitios crípticos de 
splicing. En nuestro panel se incluyeron algunas de las regiones intrónicas que habían sido 
implicadas en DR en el momento del diseño (Perez-Carro et al., 2016). Cada vez existen más 
evidencias de la implicación de variantes sinónimas en distintas patologías (Hunt et al., 2014) 
conduciendo a desregulación del splicing, sin embargo, éstas no suelen ser consideradas durante 
el filtrado de variantes. Además, tampoco se suelen analizar otros reguladores como miRNAs, 
que también pueden estar implicados en algunas formas de DR, como ya ha sido descrito 
previamente para el mir-204 en una familia dominante con DR y coloboma bilateral (Conte et 
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al., 2015). En un futuro, el análisis de estas regiones no codificantes en genes asociados a adRP 
podría aumentar el número de pacientes caracterizados. 
5.2. Algoritmo diagnóstico actual para las familias con adRP 
La combinación de diferentes estrategias moleculares en la adRP a lo largo del tiempo, nos ha 
permitido alcanzar y mejorar la alta tasa diagnóstica en nuestra cohorte española. Nuestro 
estudio confirma el gran valor diagnóstico de las herramientas de NGS basadas en paneles de 
genes, que representa actualmente el enfoque de mayor confianza, rentabilidad y eficacia para 
la identificación no solo de SNVs causantes de enfermedades, sino también de CNVs en familias 
con adRP. Por lo tanto, dejamos el uso de WES y/o WGS para los pacientes no caracterizados a 
nivel de investigación, ya que podría ayudarnos a identificar nuevos genes asociados a adRP y 
así, poder caracterizar mayor número de familias (Figura 27). 
 
 
Figura 27. Algoritmo diagnóstico propuesto para las familias con adRP. * paneles físicos o virtuales a partir de Exoma 
clínico. 
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5.3. Importancia del gen PRPF31 en la adRP 
Nuestro trabajo puso en evidencia que las mutaciones en el gen PRPF31 explican el 8,1% de las 
familias, lo que supone una frecuencia superior a la descrita previamente en otro estudio en 
población española (1,7%) (Martinez-Gimeno et al., 2003). Este dato es similar a lo descrito en 
población americana (8,9%) (Daiger et al., 2014a) y superior a la observada en las poblaciones 
francesa (Audo et al., 2010b), británica (Waseem et al., 2007), japonesa (Sato et al., 2005) y 
china (Lim et al., 2009), con frecuencias de 6,7%, 5%, 3% y 1%, respectivamente. La frecuencia 
de reordenamientos genómicos en el gen PRPF31 en población española es del 1,9%. Esta 
prevalencia es inferior a la descrita previamente en una población de América del Norte (Sullivan 
et al., 2006b), pero más alta que en Francia (Audo et al., 2010b), donde no se encontraron 
reordenamientos genómicos. 
El espectro mutacional en el gen PRPF31 observado en nuestra cohorte es muy heterogéneo, 
encontrándose un total de 19 mutaciones distintas en 20 familias diferentes estudiadas. 
Además, describimos 4 nuevas mutaciones puntuales, 3 deleciones grandes y, por primera vez, 
una duplicación de varios exones asociada a adRP. No se encontraron puntos calientes o 
mutaciones recurrentes en este gen, salvo dos variantes. La variante p.Glu181*, descrita 
previamente en otra familia española (Pomares et al., 2010), fue detectada en dos familias con 
mismo origen geográfico, que compartían una región común de 1,2Mb, lo que sugiere un efecto 
fundador. De forma similar, la variante c.322+4_322+7del, descrita por primera vez (Q. Zhang et 
al., 2016) como mutación fundadora en Cuba, está presente en dos de nuestras familias de 
distinto origen (Cuba y Madrid), que comparten una región común de mínimo 1,7Mb, sugiriendo 
un efecto fundador probablemente de origen hispánico, respaldado por la historia de la 
migración de población desde España a América desde el siglo XVI (Q. Zhang et al., 2016). 
Adicionalmente, en la familia RP-0932 se encontraron dos grandes reordenamientos distintos 
segregando en dos ramas diferentes de la misma familia. Se han descrito grandes deleciones en 
el gen PRPF31 que incluyen varios exones contiguos, el gen completo o incluso parte del gen 
junto a otros genes aguas arriba del gen (Sullivan et al., 2006b; Eisenberger et al., 2013), como 
lo que hemos visto en nuestra cohorte. Pero esta es la primera vez que dos tipos de 
reordenamientos en PRPF31 (una duplicación y una deleción), segregan en diferentes individuos 
de una misma familia con adRP. 
La mayoría de las mutaciones encontradas en este gen en nuestra cohorte fueron mutaciones 
de pérdida de función (LOF: loss-of-function) por ejemplo, mutaciones tipo nonsense, de splicing, 
frameshift y grandes reordenamientos, este tipo de variantes provocarán un codón de parada 
prematuro, siendo el transcrito susceptible de ser degradado vía NMD (nonsense-mediated 
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mRNA decay) (Rio Frio et al., 2008). Por ello, la mayoría de las mutaciones en PRPF31 parecen 
causar enfermedad por haploinsuficiencia (Rio Frio et al., 2008). En la familia RP-0932, la 
expresión del gen PRPF31 se redujo de manera significativa del 30 al 48%, tanto en los pacientes 
con la deleción como en los pacientes con la duplicación, respecto a los niveles de expresión en 
las muestras control. Este hallazgo apoya la hipótesis de la haploinsuficiencia como mecanismo 
patogénico asociado al gen PRPF31. Por ello, para el caso de la duplicación en tándem, la causa 
más probable de haploinsuficiencia es la degradación de los trascritos aberrantes del gen vía 
NMD. Mientras que en los pacientes con deleciones en PRPF31 con la región 5'UTR en el exón 1 
no codificante delecionada, el cual se predice que contiene varios sitios de regulación 
trascripcional, y por lo tanto la haploinsuficiencia puede explicarse por una desregulación de la 
transcripción génica. 
A la vista de la elevada heterogeneidad alélica y complejidad de los mecanismos mutacionales 
asociados a PRPF31, los estudios moleculares para adRP requieren no solo la secuenciación de 
los exones y los sitios de splicing de este gen, sino también un análisis de CNV para detectar 
grandes reordenamientos mediante análisis de datos de NGS, MLPA o aCGH. 
La penetrancia incompleta (PI) es otra de las características del gen PRPF31 (Daiger et al., 2014a), 
observándose en un gran número de familias con mutaciones en PRPF31, concretamente en el 
65% de las familias de nuestra cohorte. El mecanismo que explica este fenómeno de la PI es un 
desequilibrio alélico con un aumento de la expresión del alelo wild-type, compensando los 
niveles de expresión del alelo mutado en los pacientes portadores asintomáticos (Vithana et al., 
2003; Rivolta et al., 2006). Esta sobreexpresión del gen (Venturini et al., 2012; Rose et al., 2014; 
Rose et al. 2016), parece ser debida a factores genéticos modificadores de la expresión de 
PRPF31, como el gen CNOT o el elemento repetido MSR1 aguas arriba del promotor del gen 
(Rose & Bhattacharya, 2016), que están implicados en la represión trascripcional de PRPF31 
(Venturini et al., 2012; Rose et al., 2014; Rose et al., 2016). Sin embargo, el mecanismo exacto 
de la PI no está aún claro. 
La presencia de 3 o 4 copias del minisatélite MSR1 mostró fuertes diferencias en la modulación 
de la trascripción del gen PRPF31, que podría estar asociado a la PI en la RP asociada a 
mutaciones en PRPF31 (Rose et al., 2016). De acuerdo con la hipótesis de que la presencia de 4 
copias de MSR1 parece ser un importante factor protector para la expresividad de la 
enfermedad (Rose et al., 2016), los individuos asintomáticos de nuestra cohorte presentaban 
una frecuencia del alelo de 4 copias significativamente superior al de la población control. Rose 
y colaboradores reportaron que todos los pacientes sintomáticos en su estudio, eran 
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homocigotos para el alelo de 3 copias, prediciendo tener una expresión disminuida del gen y 
desarrollando por tanto, la enfermedad (Rose et al., 2016). Sin embargo, el 33% de nuestras 
familias (RP-0932, RP-0368, RP-0637, RP-0361, y RP-1599), presentaron al menos un individuo 
sintomático heterocigoto 3/4. Este hecho es contradictorio con lo descrito por Rose y 
colaboradores, reflejando una mayor frecuencia del alelo 4 en los individuos sintomáticos en 
nuestra población, que la reportada previamente (Rose et al., 2016). En estos casos 
heterocigóticos sintomáticos, se espera que la expresión del gen PRPF31 esté reducida, 
desarrollándose los síntomas, si el alelo wild-type se encuentra en cis con el alelo MSR1 de 3 
repeticiones y el alelo 4 MSR1 está en cis con el alelo mutado, no actuando el alelo de 4 copias 
como factor protector. Por el contrario, en los individuos heterocigóticos asintomáticos, el alelo 
4 protector debería estar en cis con el alelo wild-type para mantener una alta expresión de 
PRPF31 y así compensar la expresión del alelo mutado.  
Desafortunadamente, no fue posible confirmar completamente esta hipótesis en nuestro 
estudio, dado que la fase completa de los alelos no se pudo inferir en la mayoría de las familias 
debido a la falta de información familiar y/o disponibilidad de muestras. Sin embargo, 
observamos dos excepciones claras para esta hipótesis en dos individuos heterocigotos 3/4 
asintomáticos, los individuos III:6 y III:9 de las familias RP-0361 y RP-1599, respectivamente, 
donde el alelo 4 MSR1 está necesariamente en cis con el alelo mutado, como demuestra el 
análisis de haplotipos (Anexo 3). En estos dos casos, MSR1 no puede explicar el estado 
asintomático, por lo que debe existir algún otro factor transactivador del gen PRPF31 que 
permita explicar la PI en estas familias. Esta última observación está de acuerdo con la hipótesis 
de un control poligénico de la regulación transcripcional del gen PRPF31 para explicar la PI de la 
RP asociada a PRPF31 (Rose & Bhattacharya, 2016). 
Además, se realizó una revisión oftalmológica en 31 pacientes de 18 familias diferentes que 
portaban mutaciones en PRPF31, que representa la descripción fenotípica más grande para este 
gen en la actualidad. Los signos clínicos observados en la familia RP-0932 parecen ser más 
severos en los pacientes portadores de la duplicación en comparación con los pacientes 
portadores de la deleción en PRPF31. Por lo tanto, esta familia es un buen ejemplo de 
variabilidad fenotípica asociada a diferentes defectos en PRPF31. En nuestra cohorte, los 
pacientes portadores de una mutación tipo missense, en comparación con aquellos pacientes 
portadores de una mutación nonsense o frameshift, no presentaron necesariamente un fenotipo 
más leve como describió Xu y colaboradores (Xu et al., 2012). Aunque estos resultados son 
preliminares y no pueden usarse para establecer una clara correlación genotipo-fenotipo 
porque la información clínica para pacientes portadores de defectos en PRPF31 fue limitada en 
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algunos casos, parece que la duplicación y las mutaciones tipo missense podrían producir un 
fenotipo más severo que el resto de mutaciones. Los pacientes de las familias RP-0932 y RP-
0777 con deleción en genes adicionales aguas arriba del gen PRPF31, no mostraron hallazgos 
clínicos adicionales aparte de la RP, lo cual es consistente con las observaciones previas (Abu-
Safieh et al., 2006; Kohn et al., 2009; Rose et al., 2011). 
A la luz de la alta heterogeneidad genética de las mutaciones en PRPF31 es necesario estudiar 
todos los exones y las primeras bases de los intrones implicados en el splicing, además de realizar 
un análisis de CNVs, debido a la alta cantidad de grandes duplicaciones o deleciones encontradas 
en el gen. La identificación de nuevos mecanismos patogénicos subyacentes a la RP por 
mutaciones en PRPF31 y la correlación genotipo-fenotipo no solo son importantes para el 
diagnóstico actual sino también para el asesoramiento genético. Además, es particularmente 
importante para el desarrollo de nuevas terapias génicas y una futura inclusión de los pacientes 
en ensayos clínicos. 
 
  
 
 
 
 
Conclusiones 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusiones 
115 
 
1.- El uso de las nuevas técnicas de secuenciación masiva ha permitido aumentar la tasa de 
caracterización molecular de la retinosis pigmentaria autosómica dominante en población 
española, desde el 39% con las técnicas clásicas, hasta la tasa diagnóstica actual del 60%. 
2.- Los genes más prevalentes encontrados en nuestra población de adRP son RHO (20,9%), 
PRPF31 (8,1%), RP1 (4,3%) y PRPH2 (3,9%). Estos cuatro genes constituyen el 61,9% (96/155) de 
las familias resueltas. 
3.- El tipo de mutación encontrada en los genes asociados a adRP son de tipo missense, salvo 
para los genes PRPF31, CRX, TOPORS y RP1, en los que se observan mutaciones tipo LOF. 
4.- El análisis de genes de DR mediante NGS –asociados a distintos patrones de herencia y 
fenotipos- de las familias con sospecha de adRP, nos ha permitido caracterizar y reclasificar 
genética y clínicamente a un 6,6% de las familias, presentando 3,1% de las familias genes ligados 
al cromosoma X, 1,9% genes recesivos y 1,6% presentaron la variante p.Ser163Arg en el gen 
C1QTNF5. Ello ha proporcionado a estas familias un adecuado consejo genético y su posible 
inclusión en futuras aproximaciones terapéuticas. 
5.- El análisis de CNVs nos ha permitido caracterizar a un 3% de familias con sospecha de adRP. 
El 1,9% (5/258) de las alteraciones se encontraron en el gen PRPF31, seguidos del gen CRX (0,8%; 
2/258) y RHO (0,4%, 1/258).  
6.- Como algoritmo para la caracterización molecular de los casos de adRP se propone la 
aplicación de secuenciación masiva dirigida como primer abordaje diagnóstico y posterior 
análisis de variaciones en el número de copia. Y en una segunda fase, ya en el marco de la 
investigación, el uso de la secuenciación del exoma completo o el genoma en casos negativos, 
para identificar nuevos genes asociados a distrofias de retina. 
7.- El estudio de PRPF31, segundo gen más prevalente en familias españolas con adRP, ha 
aportado información de la elevada tasa de CNVs en este gen, siendo imprescindible realizar un 
análisis de CNVs en familias con adRP, especialmente en familias con salto de generaciones en 
los afectos, debido a la elevada tasa (65%) de penetrancia incompleta en las familias con 
mutaciones en este gen. 
8.- El estudio de CNVs en el gen PRPF31 permitió encontrar una duplicación y una deleción 
segregando en diferentes individuos de la misma familia. El análisis de expresión de los pacientes 
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tanto con duplicación como con deleción, con disminución de la expresión del gen respecto a 
los controles en un 30% al 48%, apoyan la haploinsuficiencia como mecanismo patogénico. 
9.- El análisis del número de copias del minisatélite MSR1 en las familias con mutaciones en 
PRPF31, permitió ver que los portadores asintomáticos presentaban un aumento significativo 
del alelo 4 respecto a los controles, pero mediante el análisis de haplotipos en 2 de las familias 
(RP-0361 y RP-1599) el alelo 4 se encontró en cis con el alelo mutado, no pudiendo actuar como 
factor protector. Por ello, al menos en estas familias, debe de existir otro u otros agentes 
moduladores de la expresión de este gen. 
10.- Tras la correlación genotipo-fenotipo del gen PRPF31, se confirmó que la ceguera nocturna 
es el primer síntoma, seguido de constricción del campo visual y pérdida de la agudeza visual. 
Los síntomas más severos se observaron en los pacientes con la duplicación y las mutaciones 
missense, en términos de edad de aparición y curso de la enfermedad, aunque no se puede 
obtener una correlación general de genotipo-fenotipo debido al bajo número de pacientes 
estudiados con estos cambios. 
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Anexo1. Listado de SNVs y pequeñas in/dels probablemente patogénicas identificadas en nuestra 
cohorte. En negrita: variantes descritas en nuestra cohorte por primera vez. 
Gen Exón  Cambio Nucleotídico Cambio Proteína 
No. 
Familias 
Referencia 
Genes con herencia autosómica dominante, fenotipo de retinosis pigmentaria 
BEST1 6 c.682G>A  p.Asp228Asn 2 (Davidson et al., 2009) 
CRX 3 c.122G>A  p.Arg41Gln 1 (Swain et al., 1997) 
CRX 4 c.429del  p.Pro145Leufs*42 1 Presente estudio 
CRX 4 c.590dup  p.Ala198Glyfs*38 1 (Sohocki et al., 1998) 
GUCA1B 1 c.131G>A  p.Arg44His 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015a) 
HK1 20 c.2551G>A p.Glu851Lys 1 (Sullivan et al., 2014) 
IMPDH1 8 c.585T>G  p.Phe195Leu 1 Presente estudio 
IMPDH1 9 c.809T>G  p.Leu270Arg 1 (Borras et al., 2013) 
IMPDH1 10 c.926G>C  p.Arg309Pro  2 (Kennan et al., 2002) 
IMPDH1 10 c.931G>A  p.Asp311Asn  1 (Bowne et al., 2002) 
IMPDH1 10 c.962C>T  p.Ala321Val 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015a) 
NR2E3 2 c.166G>A  p.Gly56Arg 7 (Coppieters et al., 2007) 
NRL 2 c.152C>T  p.Pro51Leu  2 (Martinez-Gimeno et al., 2001) 
NRL 2 c.287T>C  p.Met96Thr 1 (Hernan et al., 2012) 
PROM1 12 c.1117C>T  p.Arg373Cys 1 (Z. Yang et al., 2008) 
PRPF3 11 c.1481C>T  p.Thr494Met 3 (Chakarova et al., 2002) 
PRPF31 2 c.55del  p.Glu19Lysfs*46 1 Presente estudio 
PRPF31 4 c.322+4_322+7del Splicing 2 (Q. Zhang et al., 2016) 
PRPF31 5 c.328_330del  p.Ile110del 1 (de Sousa Dias et al., 2013) 
PRPF31 IVS6+1 c.527+1G>T Splicing 1 (Chakarova et al., 2006) 
PRPF31 7 c.541G>T  p.Glu181* 2 (Pomares et al., 2010) 
PRPF31 8 c.736G>A  p.Ala246Thr  1 (Xu et al., 2014) 
PRPF31 8 c.770dup  p.Thr258Aspfs*21 1 (Vithana et al., 2001) 
PRPF31 8 c.828_829del p.His276Glnfs*2 1 (Martinez-Gimeno et al., 2003) 
PRPF31 9 c.895T>C  p.Cys299Arg 1 (Sullivan et al., 2006a) 
PRPF31 9 c.939dup  p.Gly314Argfs*10 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015a) 
PRPF31 IVS10-1 c.1074-1G>T  Splicing 1 (Martin-Merida et al., 2017) 
PRPF31 IVS11+2  c.1146+2T>C Splicing 1 (Waseem et al., 2007) 
PRPF31 IVS11+2 c.1146+2T>A Splicing 1 (Martin-Merida et al., 2017) 
PRPF31 14 c.1462_1472del  p.Lys488Argfs*75 1 Presente estudio 
PRPF6 IVS17+1 c.2339+1G>A Splicing 1 Presente estudio 
PRPF8 43 c.6893_6896delinsCCATAGA  p.Leu2298_Ala2299delinsProIleGlu 1 (Martinez-Gimeno et al., 2003) 
PRPF8 43 c.6974_6994del  p.Val2325_Glu2331del 1 (Martinez-Gimeno et al., 2003) 
PRPF8 43 c.6928A>G  p.Arg2310Gly 1 (McKie et al., 2001) 
PRPH2 1 c.536G>T p.Trp179Leu 1 (Kitiratschky et al., 2011) 
PRPH2 1 c.556G>A  p.Asp186Asn 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015a) 
PRPH2 IVS1-1 c.582-1G>A Splicing 2 (Fernandez-San Jose et al., 2015a) 
PRPH2 2 c.584G>T  p.Arg195Leu 1 (Yanagihashi et al. 2003) 
PRPH2 2 c.623G>A  p.Gly208Asp 1 (Kohl et al., 1997) 
PRPH2 2 c.634A>G  p.Ser212Gly  2 (Farrar et al., 1992) 
PRPH2 2 c.643A>T  p.Asn215Tyr 1 Presente estudio 
PRPH2 2 c.646C>T  p.Pro216Ser 1 (Fishman et al., 1994) 
Anexos 
 
138 
Anexo1. Espectro de SNVs probablemente patogénicas identificadas en nuestra cohorte (continuación). 
Gen Exón  Cambio Nucleotídico Cambio Proteína 
No. 
Familias 
Referencia 
RHO 1 c.44A>G  p.Asn15Ser 1 (Kranich et al., 1993) 
RHO 1 c.50C>T  p.Thr17Met 2 (Sheffield et al., 1991) 
RHO 1 c.84G>C  p.Gln28His 2 (Fernandez-San Jose et al., 2015b) 
RHO 1 c.131T>C  p.Met44Thr 1 (Reig et al., 1994) 
RHO 1 c.173C>G  p.Thr58Arg  2 (Dryja et al., 1990) 
RHO 1 c.180C>A  p.Tyr60*  1 (Eisenberger et al., 2013) 
RHO 1 c.236T>C  p.Leu79Pro 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015b) 
RHO 1 c.290C>T  p.Thr97Ile 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015b) 
RHO 1 c.316G>A  p.Gly106Arg 2 (Inglehearn et al., 1992) 
RHO 2 c.378G>A  p.Tyr126* 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015b) 
RHO 2 c.404G>T  p.Arg135Leu 2 (Andreasson et al., 1992) 
RHO 2 c.403C>T  p.Arg135Trp 5 (Sung et al., 1991) 
RHO 2 c.491C>A  p.Ala164Glu 3 (Vaithinathan et al., 1994) 
RHO 2 c.488T>C  p.Met163Thr 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015b) 
RHO 2 c.500G>A  p.Cys167Tyr 2 (Fernandez-San Jose et al., 2015b) 
RHO 2 c.509C>G  p.Pro170Arg 1 (Sohocki et al., 2001) 
RHO 2 c.512C>T  p.Pro171Leu 1 (Dryja et al., 1991) 
RHO IVS2-2 c.531-2A>G Splicing 1 (Martinez-Gimeno et al., 2000) 
RHO 3 c.533A>G  p.Tyr178Cys  1 (Sung et al., 1991) 
RHO 3 c.541G>A p.Glu181Lys  2 (Dryja et al., 1991) 
RHO 3 c.544G>A  p.Gly182Ser 3 (Sheffield et al., 1991) 
RHO 3 c.545G>T  p.Gly182Val  1 (Yang et al., 2014) 
RHO 3 c.556T>C  p.Ser186Pro 1 (Dryja et al., 1991) 
RHO 3 c.562G>A  p.Gly188Arg 1 (Dryja et al., 1991) 
RHO 3 c.568G>T  p.Asp190Tyr  2 (al-Maghtheh et al., 1993) 
RHO 3 c.644C>T  p.Pro215Leu 1 (Martinez-Gimeno et al., 2000) 
RHO 4 c.865A>C  p.Thr289Pro 1 (Martinez-Gimeno et al., 2000) 
RHO 5 c.1040C>T  p.Pro347Leu 10 (Dryja et al., 1990) 
RP1 4 c.1981G>T  p.Glu661* 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015a) 
RP1 4 c.2029C>T  p.Arg677* 1 (Pierce et al., 1999) 
RP1 4 c.2056 C>T  p.Gln686*  1 (Gamundi et al., 2006) 
RP1 4 c.2080G>T  p.Gly694* 1 Presente estudio 
RP1 4 c.2115delA  p.Gly706Valfs*7 1 (Gamundi et al., 2006) 
RP1 4 c.2164_2165delinsG   p.Lys722Glufs*16 1 Presente estudio 
RP1 4 c.2232T>A  p.Cys744*  1 (Bowne et al., 1999) 
RP1 4 c.2288del  p.Asn763Ilefs*12 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015a) 
RP1 4 c.2289_2299del  p.Asn763Lysfs*14 1 Presente estudio 
RP1 4 c.2745_2749del  p.Tyr915* 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015a) 
RP1 4 c.4328G>A  p.Arg1443Gln 1 (Fernandez-San Jose et al., 2015)a 
SNRNP200 16 c.2041C>T  p.Arg681Cys 2 (Benaglio et al., 2011) 
SNRNP200 16 c.2042G>A  p.Arg681His 1 (Benaglio et al., 2011) 
SNRNP200 18 c.2359G>A  p.Ala787Thr 1  (Xu et al., 2014) 
SNRNP200 25 c.3260C>T  p.Ser1087Leu 2 (Zhao et al., 2009) 
TOPORS 3 c.2518_2519del  p.Ser840* 2 Presente estudio 
TOPORS 3 c.2524dup p.Thr842Asnfs*31 1 Presente estudio 
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Anexo1. Espectro de SNVs probablemente patogénicas identificadas en nuestra cohorte (continuación). 
Gen Exón  Cambio Nucleotídico Cambio Proteína 
No. 
Familias 
Referencia 
Gen con herencia autosómico dominante, fenotipo LORD (late-onset retinal degeneration) 
C1QTNF5 15 c.489C>A p.Ser163Arg  4 (Hayward et al., 2003) 
Genes ligados al cromosoma X 
CHM 5 c.340G>T  p.Glu114*  1 Presente estudio 
CHM 6 c.757C>T  p.Arg253* 1 (Hayakawa et al., 1999) 
RP2 1 c.1A>G  p.Met1? 1 Presente estudio 
RP2 1 c.14_16del  p.Phe5del 1 (Neidhardt et al., 2008) 
RPGR 6 c.485_486del  p.Phe162Tyrfs*4 1 (Sharon et al., 2000) 
RPGR 8 c.888_889del p.Ile297Lysfs*48 1 Presente estudio 
RPGR 15 c.2405_2406del  p.Glu802Glyfs*32 1 (Vervoort et al., 2000) 
RPGR 15 c.2296_2299del p.Gly766Asnfs*48 1 Presente estudio 
Genes recesivos 
ABCA4 
8 c.950del p.Gly317Alafs*57 
1 
(Corton et al., 2013) 
19 c.2888del p.Gly963Alafs*14 (Paloma et al., 2001) 
48 c.6688del p.Leu2230Serfs*17 Presente estudio 
CNGA1 
5 c.94C>T p.Arg32* 
1 
(Paloma et al., 2002) 
6 c.131del p.Glu44Glyfs*49 Presente estudio 
EYS IVS28 c.5928-2A>G Splicing 1 (Gonzalez-del Pozo et al., 2011) 
RDH5 
4 c.625C>T  p.Arg209* 
1 
(Schatz et al., 2010) 
5 c.776C>T  p.Pro259Leu Presente estudio 
USH2A 
13 c.2299del  p.Glu767Serfs*21 
1 
(Eudy et al., 1998) 
62 c.12094G>A  p.Gly4032Arg (Ge et al., 2015) 
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Anexo 2. Árboles y estudio de segregación de las familias reclasificadas, en el presente estudio. m: alelo mutado; wt: alelo wild-type. 
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 Anexo 3. Árboles y estudio de segregación de las familias adRP con mutación en el gen PRPF31. Resultados del estudio de CNV del minisatélite MSR1. Resultado de los haplotipos en 
las familias RP-0361 y RP-1599, donde el alelo de 4 copias de MSR1 se encuentra en cis con el alelo mutante en los portadores asintomáticos III:6 (RP-0361) y III:9 (RP-1599). m: alelo 
mutado; +: alelo wild-type. 
 
Anexos 
145 
 
 
Anexos 
 
146 
 
Anexos 
147 
Anexos 
 
148 
Anexo 4. A. Publicación derivada de esta tesis doctoral. 
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